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"Toda a nossa ciência, comparada com a realidade, é primitiva e infantil e, no entanto, 








Embora a dissertação do trabalho seja individual, não posso deixar de expressar aqui 
os meus sinceros agradecimentos a todos os que de alguma forma contribuíram para este 
trabalho. 
 
Um agradecimento especial à Professora Doutora Maria Filomena Botelho, que desde 
logo aceitou a orientação deste trabalho, pela competência com que orientou esta tese e o 
tempo que generosamente me dedicou, pela transmissão de conhecimentos e pela crítica e 
sugestões prestadas no decorrer do trabalho e pela amizade. 
 
À minha co-orientadora Mestre Ana Margarida Abrantes pelo apoio incondicional neste 
trabalho, pelo estímulo e entusiasmo, pelas críticas e sugestões feitas durante a orientação, 
pela disponibilidade sempre revelada, pelo incansável apoio moral e pela amizade e confiança 
demonstradas. 
 
À Catarina Mamede, Mafalda Laranjo e Mónica Martins pela excelente relação pessoal 
que criámos e por toda a colaboração, apoio e amizade. 
 
À Dr.ª Cristina Gonçalves, investigadora nesta instituição, pelo auxílio e disponibilidade 
prestada, assim como a transmissão de conhecimentos nos estudos de citometria de fluxo. 
À Professora Doutora Elisa Maria Serra pelo apoio e sugestões feitas na fase inicial 
deste projecto. 
 
Ao National Cancer Institute por generosamente ter cedido a Anexina V, fulcral para o 
desenvolvimento deste trabalho. 
 
Ao Serviço de Medicina Nuclear dos Hospitais da Universidade de Coimbra e ao 
Instituto de Ciências Nucleares Aplicadas por ter cedido Tecnécio-99m imprescindível na 
marcação da Anexina. 
 
À Mestre Bárbara Oliveira pela disponibilidade e apoio na análise estatística dos 
resultados. 
 
À Ana Marau técnica do biotério, à Cláudia Caridade secretária da direcção, aos 
estagiários de Medicina Nuclear da ESTS do Porto pela ajuda prestada ao longo deste 
projecto. 
 
E de um modo geral a todos aqueles que directa ou indirectamente me foram ajudando, 
fornecendo informações, ideias e críticas, algumas das quais essenciais para a prossecução 
deste trabalho. 
 
Aos meus amigos pelo estimulo e confiança, fazendo-me acreditar que era possível 
chegar ao fim com sucesso, mas também pela compreensão de algumas ausências. 
 
Ao Jorge pelo pleno apoio, compreensão e motivação prestado desde o primeiro dia e 
que em muito contribuiu para a concretização desta etapa.  
 
Aos meus pais e à minha irmã pelo apoio incondicional que deram em mais esta etapa 









1. INTRODUÇÃO ............................................................................................................ 1 
1.1. Cancro Colorrectal ................................................................................................. 1 
1.1.1. Diagnóstico do Cancro Colorrectal ................................................................... 3 
1.1.2. Terapêuticas do Cancro Colorrectal ................................................................. 4 
1.2. Etiologia do Cancro ................................................................................................ 5 
1.3. Apoptose ................................................................................................................ 6 
1.3.1. Vias de Sinalização Envolvidas na Morte Celular ............................................ 7 
1.3.1.1. Via intrínseca da apoptose .......................................................................... 8 
1.3.1.2. Via extrínseca da apoptose ......................................................................... 9 
1.3.2. Alterações Morfológicas .................................................................................. 10 
1.3.2.1. Fosfatidilserina ........................................................................................... 11 
1.4. Detecção  de Apoptose para avaliação da Resposta à Terapêutica ................... 11 
1.4.1. Anexina V ........................................................................................................ 12 
1.4.2. Radiomarcação da Anexina V com Tecnécio-99metastável .......................... 12 
1.5. Objectivos do Trabalho ........................................................................................ 15 
2. MATERIAL E MÉTODOS ......................................................................................... 17 
2.1. Estudos de Química ............................................................................................. 17 
2.1.1. Preparação da 99mTc-HYNIC-Anexina V ......................................................... 17 
2.1.2. Controlo da Qualidade da 99mTc-HYNIC-Anexina V ....................................... 18 
2.1.2.1. Controlo visual do radiofármaco ................................................................ 18 
2.1.2.2. Controlo da qualidade radioquímico da 99mTc-HYNIC-Anexina V ............. 18 
2.1.2.3. Controlo do pH da 99mTc-HYNIC-Anexina V .............................................. 20 
2.2. Estudos In Vitro .................................................................................................... 20 
2.2.1. Cultura de Células ........................................................................................... 20 
2.2.2. Estudos de Captação ...................................................................................... 20 
2.2.3. Estudos de Captação em Células WiDr .......................................................... 21 
2.2.4. Determinação da Viabilidade Celular .............................................................. 21 
2.2.5. Estudos de captação em Células WiDr Incubadas com TRAIL ...................... 22 
2.2.6. Citometria de Fluxo ......................................................................................... 22 
2.2.6.1. Determinação de apoptose por citometria de fluxo através da anexina V 22 
2.3. Estudos In Vivo .................................................................................................... 23 
2.3.1. Estudos de Biodistribuição .............................................................................. 23 
2.3.1.1. Anestesia ................................................................................................... 23 
2.3.1.2. Biodistribuição da 99mTc-HYNIC-Anexina V em ratinhos normais ............. 24 
2.3.1.3. Biodistribuição da 99mTc-HYNIC-Anexina V em ratinhos com 




2.3.1.4. Imagem em câmara gama ......................................................................... 25 
2.4. Tratamento de Dados........................................................................................... 25 
3. RESULTADOS .......................................................................................................... 27 
3.1. Estudos de Química ............................................................................................. 27 
3.2. Estudos In Vitro .................................................................................................... 28 
3.2.1. Cultura de Células ........................................................................................... 28 
3.2.1.1. Estudos de captação em células WiDr ...................................................... 28 
3.2.1.2. Estudos de Captação em Células WiDr Incubadas com TRAIL................ 29 
3.3. Citometria de Fluxo .............................................................................................. 30 
3.3.1. Determinação de Apoptose Celular por Citometria de Fluxo Através da 
Anexina V ..................................................................................................................... 30 
3.4. Estudos In Vivo .................................................................................................... 31 
3.4.1. Biodistribuição da 99mTc-HYNIC-Anexina V em Ratinhos Normais ................ 31 
3.4.2. Biodistribuição da 99mTc-HYNIC-Anexina V em Ratinhos com 
Xenotransplantes ......................................................................................................... 33 
3.4.3. Imagem em Câmara Gama............................................................................. 35 
4. DISCUSSÃO ............................................................................................................. 37 
4.1. Estudos de Química ............................................................................................. 37 
4.2. Estudos In Vitro .................................................................................................... 39 
4.3. Estudos In Vivo .................................................................................................... 42 







Índice de Figuras 
Figura 1.1 - (A) Estrutura Química da 99mTc-BTAP-Anx V. (B) Estrutura Química da 99mTc-
HYNIC-Anexina V usando a tricina como co-ligando. ................................................................ 14 
Figura 2.1 – Sistema cromatográfico para determinação da pureza radioquímica: fase 
estacionária ITLC-SG e fase móvel ACD. ................................................................................... 19 
Figura 3.1 - Percentagem de captação da 99mTc-HYNIC-Anexina V e de 99mTc pela linha celular 
WiDr durante um período de 120 minutos. ................................................................................. 29 
Figura 3.2 - Percentagem captação da 99mTc-HYNIC-Anexina V, ao longo de um período de 120 
minutos, pela linha celular WiDr após incubação com TRAIL. ................................................... 30 
Figura 3.3 - Representação gráfica da biodistribuição em percentagem de actividade 
injectada/grama de tecido da 99mTc-HYNIC-Anexina V em ratinhos Balb/c nu/nu normais. ...... 32 
Figura 3.4 - Representação gráfica da biodistribuição em % de captação/grama de tecido do 
99mTc-HYNIC-Anexina V em ratinhos Balb/c nu/nu com xenotransplante. ................................. 33 
Figura 3.5 – Percentagem de actividade injectada/grama de tecido tumoral ao longo do período 
de 360 minutos ............................................................................................................................ 34 
Figura 3.6 – (A) Imagem planar do Ratinho I, aos 5min após a injecção da 99mTc-HYNIC-
Anexina V., sem zoom; (B) Imagem planar do Ratinho I, aos 60 min após a injecção da 99mTc-









Índice de Tabelas 
Tabela 1.1 – Estadiamento do cancro colorrectal ......................................................................... 4 
Tabela 3.1 – Pureza radioquímica obtida na marcação do 99mTc-HYNIC-Anexina V por redução 
através da tricina estanhosa. ...................................................................................................... 27 
Tabela 3.2 – Pureza radioquímica obtida na marcação do 99mTc-HYNIC-Anexina V por redução 
através do cloreto estanhoso di-hidratado. ................................................................................. 28 
Tabela 3.3 – Percentagem em apoptose da linha celular WiDr após incubação com TRAIL 










O cancro colorrectal é a segunda principal causa de morte a nível mundial por neoplasia. A 
externalização da fosfatidilserina é um dos primeiros eventos da apoptose. Assim, o uso da 
Anexina V radiomarcada com 99mTecnécio torna-se num importante método de detecção e 
monitorização terapêutica de cancro in vivo. A 99mTc-HYNIC-Anexina V foi usada para detecção 
de apoptose em células do cancro colorrectal (WiDr) in vitro e in vivo. 
A Anexina V foi marcada com o 99mTc usando o HYNIC como agente bifuncional. Foram 
realizados estudos in vitro na linha celular WiDr com e sem incubação do indutor de apoptose 
TRAIL em diferentes concentrações e incubados durante 2, 12 e 24h. Esses estudos incluíram 
a avaliação da captação entre os 5min e os 120min após a adição da 99mTc-HYNIC-Anexina V; 
e estudos de citometria com Anexina V-FITC para avaliação de células em apoptose em 
células incubadas com TRAIL. Os estudos in vivo efectuados incluíram estudos de 
biodistribuição e estudos de imagem da 99mTc-HYNIC-Anexina V em ratinhos Balb/c nu/nu 
normais e Balb/c nu/nu com xenotranplante de células WiDr.  
A eficiência de marcação da 99mTc-HYNIC-Anexina V foi superior a 90%. Através dos estudos 
in vitro observou-se que a captação celular de 99mTc-HYNIC-Anexina V na linha celular WiDr 
aumentou ao longo tempo. As células incubadas com TRAIL também evidenciam um aumento 
de captação ao longo do tempo, em todas as incubações. De acordo com os estudos de 
biodistribuição a captação pelo tumor (%ID/g), excluindo os órgãos de excreção, rins e fígado, 
é ligeiramente superior aos restantes órgãos. É também possível verificar que a captação no 
tumor se mantém ao longo do tempo. Comparando o tumor com o músculo existem diferenças 
estatisticamente significativas entre estes órgãos (p<0,05). 
Os dados obtidos demonstram que a 99mTc-HYNIC-Anexina V permite a avaliação funcional de 
apoptose, de forma não invasiva, na detecção de cancro colorrectal. 
 









Aim: Colorectal cancer is the second leading of mortality caused by cancer. The externalization 
of the phosphatidylserine is one of the earliest events of the apoptosis. Once, the use of 
Annexin V, which has a high affinity to the phosphatidylserine, when radiolabelled with 99mTc 
becomes useful for in vivo detection and monitorization of cancer. 99mTc-Hynic-Annexin V was 
used to detect apoptosis in colorectal cells (WiDr) in vitro and in vivo.  
Annexin V was labelled with 99mTc using HYNIC as bifunctional agent. In vitro studies were 
performed in WiDr cells cultured without and with different concentrations of TRAIL and 
incubated 2, 12 and 24h. These studies included cellular uptake between 5min and 120min 
after the addition of 99mTc-HYNIC-Annexin V; and flow cytometry with FITC-Annexin V to 
examine apoptosis cells after the same periods of time incubated with TRAIL. In vivo studies 
included biodistribution studies and imaging techniques in Balb/c nu/nu and Balb/c nu/nu 
xenotranplanted with WiDr cells. 
The radiochemical purity of 99mTc-HYNIC-Annexin V was superior to 90%. Through in vitro 
studies were observed an increase cellular uptake of the 99mTc-HYNIC-Annexin V over time in 
WiDr cells. Cells incubated with TRAIL also showed an increased uptake over the time for all 
incubations. Accordingly to the biodistribution studies the tumour uptake (%ID/g), excluding the 
organs involved in the radiophamaceutical excretion, like kidneys and liver, was a little higher 
than the remaining structures. It was also possible to verify that the uptake in tumour maintains 
over time. Comparing tumour with muscle there were statistical differences among them 
(p<0.05).  
These data demonstrate that 99mTc-HYNIC-Annexin V is useful in the functional detection of 
apoptosis in colorrectal tumour, using as a noninvasive technique. 
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1.1. Cancro Colorrectal 
A nível mundial o cancro colorrectal (CCR) é, de acordo com os dados mais recentes 
da Agência Internacional para a Pesquisa do Cancro (IARC, do acrónimo inglês International 
Agency for Research on Cancer), o terceiro tipo de cancro mais incidente, englobando ambos 
os sexos de todas as idades (IARC, 2010a; IARC, 2010b). Relativamente à taxa de mortalidade 
associada ao CCR, este é a segunda causa de morte por neoplasia (IARC, 2010a; IARC, 
2010b). De acordo com estas estatísticas, Portugal segue as tendências mundiais, estimando-
se que o cancro colorrectal, incluindo toda a população, é o que apresenta maior incidência e 
tem também associada a maior taxa de mortalidade (IARC, 2010b). 
O desenvolvimento do CCR resulta da acumulação de alterações genéticas em genes 
cruciais no controlo do crescimento e diferenciação celular epitelial (Llor et al., 2005). O epitélio 
do intestino grosso compreende um elevado número de células criptais, constituídas por 
células estaminais e células diferenciadas (enterócitos, células enteroendócrinas e células 
goblet). As células estaminais estão localizadas no limite inferior das criptas e dão origem a 
células progenitoras que são capazes de se diferenciar em todas as linhagens epiteliais. Em 
condições normais, uma das células estaminais em mitose permanece como célula estaminal 
no limite inferior da cripta e a outra célula migra gradualmente até à superfície luminal da cripta 
como célula epitelial. As células que atingem a parte mais superior sofrem apoptose e 
descamação, pelo que, mutações nestas células não têm essencialmente nenhum impacto na 
renovação normal da mucosa. Contudo, são as células com danos no ácido desoxirribonucleico 
(ADN) que não sofrem apoptose, que alcançam a parte superior da cripta e continuam a 
proliferar, dando origem a alterações pré-neoplásicas (Tanaka, 2009).  
Durante vários anos o CCR foi considerado uma patologia homogénea em que a 
maioria se desenvolvia a partir de adenomas pré-existentes (Jass, 2007a). No entanto, o CCR 
engloba um complexo heterogéneo de desordens, em que cada doente com CCR apresenta 
uma alteração única motivada por um fundo genético/epigenético distinto (Ogino e Goel, 2008). 
O processo cancerígeno que dá origem ao CCR é um processo linear multistep, no qual 
alterações genéticas e epigenéticas se acumulam sequencialmente (Jass, 2007a). Embora as 
alterações moleculares possam ocorrer de forma estocástica em muitas células diferentes, 
estas alterações tendem a acumularem-se de forma não aleatória no tumor, provavelmente 
causada por selecção de vantagens ou desvantagens destas muitas alterações (Ogino e Goel, 
2008). 
O CCR é classificado em duas formas de doença: a forma hereditária ou familiar e a 
forma esporádica. Aproximadamente 80% dos doentes desenvolvem o CCR de forma 
esporádica, ou seja, sem evidência de ter herdado a alteração. Os restantes cerca de 20% de 




hereditária para a neoplasia (Dionigi et al., 2007). Embora descendentes de doentes com CCR 
de origem esporádica apresentam um risco aumentado de desenvolver esta patologia (Morán 
et al., 2010).  
Relativamente à forma hereditária de CCR estão descritos duas síndromas genéticas 
de padrão autossómico dominante: a polipose adenomatosa familiar (FAP, do acrónimo inglês 
familial adenomatous polyposis) e o cancro colorrectal hereditário sem polipose (HNPCC, do 
acrónimo inglês hereditary nonpolyposis colorrectal cancer) também denominado como 
síndroma de Lynch (LS, do acrónimo inglês Lynch Syndrome) (Dionigi et al., 2007).  
A síndroma FAP tem na sua origem uma mutação na linha germinativa do gene APC 
(adenomatous polyposis coli), que dá origem à proteína multifuncional APC, supressora 
tumoral. Esta desempenha um papel fulcral na via de sinalização de Wnt e em parte na 
regulação da degradação da β-catenina que está envolvida na regulação de proteínas do 
citoesqueleto (Dionigi et al., 2007; Jass, 2007b; Nathke, 2004; Half et al., 2009). No entanto, 
existe um subconjunto de doentes com características clínicas de FAP que não apresentam 
mutação no gene APC, mas no gene MUTYH (mutY homolog) (Half et al., 2009). Esta 
síndroma caracteriza-se pelo desenvolvimento de centenas de pólipos adenomatosos no cólon 
e recto, que são usualmente benignos durante a adolescência, com progressão quase 
inevitável para carcinoma aproximadamente aos 40 anos (Galiatsatos e Foulkes, 2006; 
Nieuwenhuis e Vasen, 2007).  
A LS caracteriza-se por mutações germinais em pelo menos quatro genes associados 
à reparação de erros de replicação do ADN – genes MMR (do acrónimo inglês mismatch 
repair): MLH1, MSH2, MSH6 e PMS2 (Hampel et al., 2008). A existência destas mutações 
aumenta o risco de CCR e consequentemente maior é a contribuição para a susceptibilidade 
mendeliana. Além disso, a presença de instabilidade de microsatélites (MSI) permite identificar 
doentes com CCR susceptíveis de ter LS, dado que é uma característica da deficiência de 
MMR (Hampel et al., 2008; Lubbe et al., 2009). 
Relativamente à forma esporádica de CCR, esta pode surgir a partir de pelo menos 
duas vias tumorais diferentes: a via supressora e a via mutadora. A via supressora envolve 
instabilidade cromossomal (CIN, do acrónimo inglês chromosomal instability) e está presente 
em 80 a 85% dos casos esporádicos de CCR. Esta via é caracterizada por alterações em 
genes supressores tumorais como o APC, a p53 (proteína 53) e o DCC (do acrónimo inglês 
deleted in colorrectal cancer), e em oncogenes como o K-ras, através de perdas alélicas. A via 
mutadora está presente nos restantes 15 a 20% dos casos. Os tumores associados a esta via 
são motivados por uma elevada acumulação de mutações em sequências microsatélite. A 
acumulação destas mutações frameshift é causada por defeitos primários em genes MMR 
(Morán et al., 2010). 
Os sintomas associados ao CCR podem ser inespecíficos e difusos o que pode 
dificultar o reconhecimento desta neoplasia, tanto da parte do próprio doente com do médico e, 
consequentemente, atraso no início do tratamento (Terhaar sive Droste et al., 2010). Vários 
dos sintomas, como prisão de ventre, perda de peso e fadiga são comuns a outras patologias 




que não o CCR. Por outro lado, a obstrução intestinal e a dor abdominal ou rectal grave, que 
levaria a uma avaliação rápida da situação, são bastante invulgares. A presença de 
sangramento rectal e alterações nos hábitos intestinais, embora sejam sintomas com valor 
preditivo positivo elevado, são também sintomas raros (Fletcher, 2009). 
A par com a susceptibilidade genética, a influência ambiente é um importante 
contributo para o desenvolvimento do cancro colorrectal; dados epidemiológicos sugerem a 
dieta como um factor preponderante nesta neoplasia (Lyall et al., 2006). Comportamentos 
sedentários, obesidade e baixos níveis de vitamina D, consumo de carnes vermelhas e carnes 
processadas, álcool, assim como doenças intestinais inflamatórias como doença de Crohn e 
colite ulcerosa também estão identificados como factores de risco para o CCR. Contrariamente, 
o exercício físico parece reduzir o risco desta neoplasia (Thompson e Gerner, 2009; Hu et al., 
2010). 
1.1.1. Diagnóstico do Cancro Colorrectal 
O CCR, devido à sua longa fase pré-clínica, é uma neoplasia na qual o rastreio é 
extremamente vantajoso pois permite a sua detecção precoce e com maior probabilidade de 
cura (Heiken, 2006). Com a descoberta de mutações relacionadas com o CCR hereditário a 
avaliação do risco baseada nos resultados dos testes genéticos é hoje possível. Os testes 
genéticos podem confirmar ou rejeitar o diagnóstico a nível molecular, e assim, permitir a 
tomada de decisões mais adequadas nestas síndromas (Dionigi et al., 2007).  
A idade média dos doentes assintomáticos em risco, que não têm história pessoal ou 
familiar de CCR, pólipos adenomatosos, ou história de doença inflamatória intestinal, é aos 50 
anos ou mais velhos (Heiken, 2006). Dado que, a forma esporádica de CCR compreende a 
grande fatia de doentes com esta neoplasia, o rastreio parece ser a melhor forma de permitir o 
diagnóstico precoce e, consequentemente, o tratamento potencialmente curativo. Actualmente, 
as opções de rastreio recomendadas no CCR são: os testes de pesquisa de sangue oculto nas 
fezes, que deve ser realizado anualmente; a sigmoidoscopia flexível, realizada a cada cinco 
anos; o enema baritado com duplo contraste também realizado de 5 em 5 anos; e a 
colonoscopia que deve ser efectuada a cada 10 anos (Heiken, 2006). 
Em doentes sintomáticos, o uso da colonoscopia convencional é a técnica eleita de 
diagnóstico, uma vez que é sensível e altamente específica, e pode ser combinada com biopsia 
e polipectomia. A colonoscopia guiada por tomografia computorizada (CT, do acrónimo inglês 
Computed tomography) melhorou a capacidade de detecção principalmente de lesões 
pequenas (Fugazzola e Iosca, 2007). No entanto, esta técnica não permite o estadiamento do 
tumor, factor crucial para o prognóstico e planeamento terapêutico, pois é com base na 
extensão tumoral que é decidido a realização de cirurgia ou cirurgia combinada com terapia 
neoadjuvante (Klessen et al., 2007). As técnicas imagiológicas recentes como a PET/CT (do 




magnética de corpo inteiro permite melhorar o estadiamento, follow-up e avaliação pós-
terapêutica de doentes com CCR (Fugazzola e Iosca, 2007). 
1.1.2. Terapêuticas do Cancro Colorrectal 
A abordagem terapêutica do CCR é baseada no estadiamento da doença e está por 
isso relacionada com a profundidade de invasão da parede intestinal, a existência de 
envolvimento de nódulos linfáticos regionais e de metástases à distância. No caso do cancro 
colorrectal para além do sistema TNM (do acrónimo tumor, nódulo e metástases) também é 
frequente o estadiamento feito segundo a classificação de Dukes (cf. Tabela 1.1).  
O CCR é normalmente tratado por cirurgia de ablação se detectado em estadios 
precoces, englobando a quimioterapia adjuvante em estadios mais tardios. Assim, 
resumidamente, o corrente paradigma terapêutico consiste na: (i) ressecção cirúrgica curativa 
em doentes diagnosticados em estadios iniciais de doença localizada (Dukes A); (ii) cirurgia 
acompanhada ou não de quimioterapia adjuvante quando existe extensão local mas sem 
envolvimento linfático (Dukes B); (iii) ressecção cirúrgica do tumor primário seguida de 
quimioterapia adjuvante para estados avançados da doença com envolvimento nodular linfático 
(Dukes C) ou metástases em outros órgãos (Dukes D) (Hector e Prehn, 2009). As metástases à 
distância, que ocorrem normalmente no pulmão e/ou fígado e a realização de cirurgia das 
lesões secundárias constitui também parte da abordagem terapêutica actual (Gravalos et al., 
2009). 
 
Tabela 1.1 – Estadiamento do cancro colorrectal  
Estadiamento Descrição Patológica Sobrevida aos 5 anos aproximada (%) TNM Numérico Dukes 
T1N0M0 I A Cancro está limitado à mucosa e submucosa >90 
T2N0M0 II B1 Cancro estende-se até à muscular 85 
T3N0M0 III B2 Cancro estende-se até ou através da serosa 70-80 
TxN1M0 IV C Cancro envolve nódulos linfáticos regionais 35-65 
TxNxM1 V D Metástases à distância (ex., fígado e pulmão) 5 
(adaptado de Harrison Internal Medicine) 
 
Embora a cirurgia seja a modalidade de tratamento primária, a ressecção curativa não 
é possível para cerca de 25% dos doentes, e mesmo quando é realizada ressecção radical, a 
recorrência intra-abdominal e à distância ocorre em mais de um terço dos casos (Aschele et al., 
2009). Assim, para erradicar a existência de possível doença micrometastática remanescente 
da cirurgia a administração de quimioterapia adjuvante apresenta-se vantajosa, permitindo 
reduzir o risco de recorrência (De Dosso et al., 2009). De um modo geral, as estratégias de 
quimioterapia têm por objectivo induzir toxicidade e regressão tumoral ou mesmo parar a 
progressão tumoral (Kasibhatla e Tseng, 2003). 




Desde 1957 que o agente citostático 5-Fluorouracilo (5-FU) tornou-se disponível 
clinicamente, desempenhando um papel importante no tratamento de várias neoplasias, 
designadamente no CCR (Sugimoto et al., 2009). A taxa de resposta no CCR era de 10-20% 
após a administração única em bólus do 5-FU, aumentando para mais de 30% pelo uso do 5-
FU modulado com o ácido folínico – vitamina leucovorina (LV) (Noordhuis et al., 2004). Com 
vista a uma taxa de resposta superior, assim como a sobrevida livre de doença, o actual 
paradigma terapêutico baseia-se na combinação do 5-FU/LV com a oxaliplatina ou com o 
irinotecano, tendo aumentado a taxa de resposta para mais de 60% (Hector e Prehn, 2009; 
Noordhuis et al., 2004). Os regimes anteriormente descritos são designados pelos acrónimos 
FOLFOX e FOLFORI, e descrevem a combinação de FOL relativa ao ácido folínico e F relativo 
ao 5-FU, com OX de oxaliplatina ou IRI de irinotecano, respectivamente (Segal e Saltz, 2009). 
Outro agente utilizado é a capecitabina (CAP), um pró-fármaco oral, que é convertido 
em 5-FU através da timidina fosforilase no local do tumor. Este agente apresenta uma eficácia 
idêntica ao 5-FU combinado com a leucovorina (Segal e Saltz, 2009). Esta activação intra-
tumoral selectiva pode melhorar o índex terapêutico, tendo sido demonstrado que a CAP é uma 
alternativa efectiva ao 5-FU/LV na terapêutica de primeira linha para metástases CCR. O 
regime XELOX é composto pela combinação de CAP e Oxaliplanina (De Dosso et al., 2009). 
Para além dos regimes terapêuticos baseados na administração isolada de FOLFOX e 
FOLFIRI, estes também podem ser combinados com anticorpos monoclonais, como o 
bevacizumab e o cetuximab, que estão dirigidos para o factor de crescimento vascular 
endotelial e para o receptor do factor de crescimento epidérmico, respectivamente (Correale et 
al., 2008) 
Outro agente anti-cancerígeno actualmente usado apenas em ensaios pré-clinicos é o 
ligando indutor de apoptose relacionado com o factor de necrose tumoral (TRAIL, do acrónimo 
inglês Tumor Necrosis Factor-Related Apoptosis-Inducing Ligand). O TRAIL é uma molécula 
naturalmente expressa por células imunitárias e induz preferencialmente apoptose em células 
cancerígenas sem toxicidade nos tecidos normais (Szliszka et al., 2009).  
O cancro do cólon e outras neoplasias supra-peritoniais, como apresentam um baixo 
risco de recorrência local a radioterapia não está normalmente indicada (Andre et al., 2007). 
1.2. Etiologia do Cancro 
A causa associada à maioria dos cancros permanece desconhecida. As células são 
continuamente alvo de danos no ADN, em consequência de agressões externas como a luz 
ultravioleta, a radiação ionizante, o stresse oxidativo entre outros. Como resultado desse dano 
podem ocorrer mutações, assim com rearranjo cromossómico ou perda cromossomal (Gewirtz 
et al., 2007). Tais mutações levam à expressão anormal ou irregular dos proto-oncogenes, 
delecção de genes supressores tumorais, ou à combinação de ambos. Esta instabilidade 




para se tornar maligna, estando assim na base da proliferação celular anormal (Brown e 
Attardi, 2005; Rugo, 2010).  
De um modo geral, a base do cancro era essencialmente atribuída à proliferação 
acelerada e desregulada, que levava à consequente expansão celular e acumulação de 
massas teciduais. No entanto, progressos recentes permitiram ampliar a compreensão do 
cancro e a sua etiologia. Tendo-se verificado que os reguladores fundamentais do ciclo celular, 
envolvidos na protecção contra a instabilidade genómica, estão frequentemente alterados em 
vários tipos de tumores, com consequente impacto nos elementos de controlo proliferativo, 
como os checkpoints do ciclo celular e respostas ao dano no ADN (Kasibhatla e Tseng, 2003). 
A p53, proteína supressora tumoral, desempenha um papel fulcral neste mecanismo de 
manutenção da integridade genómica, actuando como guardiã do genoma na protecção celular 
contra o cancro. (Brown e Attardi, 2005; Bhana e Lloyd, 2008). A actividade supressora tumoral 
da p53 é explicada pela sua capacidade de evitar a expansão/replicação de células 
potencialmente malignas por indução de apoptose, paragem na fase G1 do ciclo celular ou 
reparação do ADN (Chylicki et al., 2000; Fridman e Lowe, 2003).  
O gene TP53 é o mais frequentemente mutado no cancro humano (Brown e Attardi, 
2005). A consequência da ruptura da função da p53 promove defeitos nos checkpoints 
celulares, instabilidade genómica, sobrevivência inapropriada permitindo a contínua 
proliferação e evolução das células deletérias (Fridman e Lowe, 2003). 
Clinicamente os tumores são acumulações de um largo número de células que 
escaparam aos mecanismos que restringem o seu número, pela ausência ou insuficiência da 
apoptose (Tamm et al., 2001). Assim, esta condição pode ser melhorada se o tumor for 
submetido a modalidades terapêuticas que aumentem a apoptose, retardando o crescimento, 
como a radiação, a quimioterapia, a ablação hormonal ou a terapêutica fotodinâmica. (Kerr et 
al., 1994; Boersma et al., 2003; Subbarayan et al., 2003) 
A actuação dos fármacos anti-cancerígenos e terapias físicas na célula interferem na 
cascata da apoptose de modos distintos, e a sua forma de actuação é variável, despoletando 
consequentemente a activação de vias diferentes, sendo por isso importante uma melhor 
compreensão dos aspectos inerentes ao processo de morte celular por apoptose, como as 
alterações bioquímicas, das cascatas e das vias envolvidas. 
1.3. Apoptose 
A homeostase na proliferação celular, desenvolvimento de órgãos e regulação do 
sistema imunitário é essencialmente mantida pela principal forma de morte celular programada, 
a apoptose, que selectivamente elimina as células desnecessárias, danificadas ou 
potencialmente deletérias (Lahorte et al., 2004; Kenis et al., 2006; Hail et al., 2006; Kim, 2005; 
Fadeel e Orrenius, 2005). A desregulação do mecanismo de apoptose altera assim o balanço 
fisiológico contribuindo para uma multiplicidade de doenças. As patologias resultantes da 
ocorrência excessiva de apoptose levam à remoção prematura de células necessárias como 




ocorre em doenças degenerativas, rejeição de órgãos após transplante, isquémia e enfarte 
miocárdio. Por outro lado, a diminuição da apoptose, caracterizada pela proliferação celular 
excessiva e acumulação desnecessária de células, contribui para patologia como o lúpus 
eritematoso sistémico e a artrite reumatóide por permitir a sobrevivência demasiada de células 
imunológicas competentes que danificam órgãos saudáveis, mas também o desenvolvimento 
de tumores (Subbarayan et al., 2003; Blankenberg, 2008a; Kiechle e Zhang, 2002). 
A apoptose inicialmente descrita por Kerr e colegas em 1972 é uma forma de morte 
celular regulada pelo ADN, sendo por isso um processo organizado e dependente de energia 
(Kerr et al., 1972). Embora a apoptose tenha sido considerada, nas últimas décadas, sinónimo 
de morte celular programada (PCM, do acrónimo inglês Programmed Cell Death), 
recentemente tornou-se evidente que existem outros tipos de suicídio celular programado não-
apoptótico, que têm em comum o facto de serem executadas por processos celulares activos 
que podem ser interceptados por interferir com a sinalização intracelular. O que os distingue da 
forma acidental de necrose que ocorre de forma caótica, e é caracterizado por edema celular e 
ruptura da membrana plasmática, levando à liberação dos componentes celulares e a resposta 
inflamatória dos tecidos envolventes (Abedin et al., 2007; Broker et al., 2005).  
A apoptose pode ser identificada pela morfologia das células, vias bioquímicas 
activadas, mecanismos de eliminação, a as consequências extracelulares de morte celular 
como a ausência de resposta inflamatória (Tait, 2008). A forma de morte celular por apoptose, 
necrose ou outros, depende em parte da natureza do sinal que a despoleta, do tipo de tecido e 
do estado de desenvolvimento do tecido, assim como do meio fisiológico envolvente (Burz et 
al., 2009).  
Este tipo de morte celular pode ser desencadeada por uma grande variedade de 
estímulos e condições, quer fisiológicas quer patológicas, dentro ou fora da célula através de 
duas vias. (Strasser et al., 2000; Boersma et al., 2005). No entanto, nem todas as células irão 
necessariamente morrer em resposta ao mesmo estímulo (Elmore, 2007). Os estímulos 
endógenos que podem iniciar a apoptose são, por exemplo, a ausência de oxigénio, nutrientes, 
factores de crescimento/sobrevivência, por outro lado os estímulos exógenos que a podem 
iniciar são a radiação ionizante, terapia anti-hormonal ou fármacos quimioterapêuticos, mas as 
citoquinas podem induzir as duas vias (Kim, 2005; Blankenberg, 2008a; Koornstra et al., 2003; 
Blankenberg, 2009; Mirzaie-Joniani et al., 2002).  
1.3.1. Vias de Sinalização Envolvidas na Morte Celular 
Embora a compreensão detalhada das vias de sinalização que despoletam a apoptose 
seja incompleta, o mecanismo de apoptose é reflexo de duas vias distintas que convergem 
mutuamente através da cascata proteolítica complexa que envolvem a activação de grupos de 
cisteínas proteases denominadas de caspases (do acrónimo inglês cystein aspartic acid-
specific proteases), executores centrais na indução da morte celular (Lahorte et al., 2004; Wu, 




activadoras ou apicais e as caspases efectoras ou executoras. As caspases activadoras são 
capazes de activação auto-catalítica, enquanto as caspases efectoras necessitam de activação 
para iniciarem a clivagem das caspases (Ricci e El-Deiry, 2007). Todo o processo é controlado 
por proteínas da família Bcl-2 (B-cell lymphoma 2), que embora apresentem funções 
moleculares diferentes, partilham sequências homólogas variando nos domínios Bcl-2 
homólogos ou na homologia alfa-helical Bcl-2 (Hector e Prehn, 2009). As caspases são 
expressas como pro-enzimas que devem ser proteoliticamente processadas de forma a 
tornarem-se activas (Fadeel e Orrenius, 2005). 
As vias apoptóticas são classificadas em intrínseca e extrínseca, e são também 
denominadas de via mitocondrial ou via dos receptores da morte, por respectivamente serem 
activadas por sinais intracelulares desencadeados pelas mitocôndrias activadas ou por serem 
activados sinais externos que actuam sobre os receptores da morte existentes na superfície da 
célula (Elmore, 2007). Subsequentemente à activação das cascatas apoptóticas, várias 
proteínas vitais são clivadas. Essa clivagem permite a correlação dos eventos morfológicos 
com os mecanismos moleculares subjacentes (Ziegler e Groscurth, 2004). 
Para além das duas principais vias, extrínseca e intrínseca, que requerem a activação 
de caspases, existem outras vias que activam a apoptose. Por exemplo, as células T 
citotóxicas e as células Nk (do acrónimo inglês natural killer) despoletam de células 
susceptíveis alvo, quer através do ligando Fas ou através da via dependente da 
perforina/granzima B (Fadeel e Orrenius, 2005).  
1.3.1.1. Via intrínseca da apoptose 
A via intrínseca ou mitocondrial apresenta como característica distintiva o envolvimento 
da mitocôndria e é mediada pela libertação do citocromo c através deste organelo (Stoka et al., 
2006). A base bioquímica para o efluxo do citocromo c pela mitocôndria é alvo de especulação. 
No entanto, estudos mais recentes têm-se focado no papel dos membros da família Bcl-2, que 
parecem controlar e regular esta via (Hector e Prehn, 2009; Elmore, 2007; Kaufmann, 2007). 
A via intrínseca depende da permeabilização da membrana mitocondrial externa para 
permitir a libertação selectiva de citocromo c e outros polipéptidos para o espaço citoplasmático 
(Hail et al., 2006; Kaufmann, 2007). A permeabilização da membrana externa depende da 
razão entre os membros pró-apoptóticos e anti-apoptóticos da família Bcl-2. Por exemplo, os 
membros da família anti-apoptótica, como por exemplo Bcl-2 e Bcl-XL, existentes na membrana 
mitocondrial externa, podem ser destabilizados por um aumento da expressão ou pela indução 
de membros da família pró-apoptótica Bcl-2, como por exemplo a Bax, Bad e Bak. Se a razão 
entre os membros da família pró-apoptótica e os membros da família anti-apoptótica 
posteriormente aumenta, possibilita a formação de canais proteicos na membrana externa, 
pelos membros da família pró-apoptótica, permitindo então a libertação do citocromo c (Hail et 
al., 2006).  
Uma vez no citosol, o citocromo c liga-se à proteína adaptadora Apaf-1 (do acrónimo 
inglês Apoptotic protease activating factor 1) e à procaspase-9 formando uma estrutura 




conhecida com “apoptossoma” (Lahorte et al., 2004; Wu, 2009). Esta estrutura, o 
apoptossoma, subsequentemente cliva e activa a caspase-9, que é, por sua vez, responsável 
pela activação das caspases efectoras -3, -6 e -7 (Hector e Prehn, 2009; Blankenberg, 2009). A 
caspase-3 activada activa a polimerase poli ADP ribose 1 (PARP-1, do acrónimo inglês poly-
ADP ribose polymerase 1) que facilita a degradação sistemática do ADN em múltiplos 
fragmentos de tipicamente 180-200 pb (Lahorte et al., 2004). Mas também despoleta outros 
processos bioquímicos e moleculares da apoptose que levam à desagregação da célula, como 
por exemplo clivagem das proteínas celulares e o empacotamento das proteínas celulares 
incluindo o citoesqueleto e matriz nuclear (Blankenberg, 2009; Johnstone et al., 2008). 
Em determinadas condições a membrana mitocondrial interna também pode ser 
permeabilizada em conjunto com a membrana externa libertando outras proteínas como o 
factor indutor de apoptose (AIF, do acrónimo inglês apoptosis-inducing factor), Omi e Endo G, 
que são translocados para o núcleo resultando numa forma de apoptose independente das 
caspases (Blankenberg, 2008b). 
1.3.1.2. Via extrínseca da apoptose 
A via apoptótica extrínseca ou dos receptores da morte é activada através da ligação 
aos receptores da morte existentes na superfície da célula dos seus ligandos específicos, 
activando as caspases parcialmente independentes da mitocôndria (Hector e Prehn, 2009). Os 
receptores da morte são membros das glicoproteínas transmembranares da superfamília dos 
receptores TNF (do acrónimo inglês tumor necrosis factor) do tipo I, e são caracterizados por 
partilhar domínios extracelulares ricos em cisteína e possuírem um motivo citoplasmático, que 
transmite o sinal, denominado de domínio da morte (DM) (Elmore, 2007; D'Amelio et al., 2008; 
Dempsey et al., 2003). Também os ligandos são proteínas transmembranares do tipo II 
libertadas da superfície sobretudo por metalo-proteinases específicas (Kopper e Peták, 2008; 
Gulow et al., 2006). Foram já identificados seis receptores da morte: TNF-R1 (CD120α), CD95 
(APO-1, FAS), DR3 (APO-3, LARD, TRAMP, WSL1), TRAIL-R1 (APO-2, DR4), TRAIL-R2 
(DR5, KILLER; TRICK2) e o DR6. Relativamente aos ligandos estão identificados o TNF-β (LT-
α), LT-β, TWEAK (APO-3L), TNFα, CD95 ligando (CD95L) (APO-1L, FasL) e o TRAIL (Gulow 
et al., 2006).  
Após a ligação dos ligandos, os receptores sofrem alterações conformacionais que 
resultam no recrutamento de moléculas do citoplasma, como a FADD (do acrónimo inglês Fas 
Associated Death Domain) ou a TRADD (do acrónimo inglês Tumor Associated Death Domain) 
e a caspase-8 ou -10, para formar o complexo sinalizante de indução da morte – DISC (do 
acrónimo inglês death-inducing signaling complex) (Ricci e El-Deiry, 2007; Blankenberg, 
2008b). O complexo DISC permite a auto-activação das caspases recrutadas (Johnstone et al., 
2008). Estas vão subsequentemente clivar e activar as caspases executoras a jusante, 
terminando com a activação da caspase-3 (Blankenberg, 2008b; D'Amelio et al., 2008). Uma 




Alternativamente, as caspases-8 e -10 podem conectar a via extrínseca com a 
intrínseca através da clivagem da Bid (do acrónimo inglês Bcl intercating domain), o único 
membro BH3 da família Bcl-2 (Ricci e El-Deiry, 2007; Dai et al., 2009). A Bid truncada 
despoleta alterações conformacionais na Bak e na Bax, proteínas necessárias para formar 
canais na membrana mitocondrial externa, mediando assim a permeabilização da membrana 
mitocondrial externa, que consequentemente permite a libertação do citocromo c para o 
citoplasma. Assim, o recrutamento da via intrínseca da apoptose pela activação da caspase-8 
pode servir para iniciar e/ou amplificar os sinais intracelulares que desencadeiam a apoptose 
(Hail et al., 2006; Blankenberg, 2009). 
Ambas as vias são altamente reguladas e podem ser controladas pelas proteínas 
inibidoras da apoptose (IAP, do acrónimo inhibitor of apoptosis proteins). As proteínas IAP 
inibem a actividade enzimática de caspases e também despoletam a sua degradação 
proteossomal. A libertação mitocondrial da proteína pró-apoptótica SMAC/DIABLO (do 
acrónimo inglês Second mitochondria-derived activator of caspases/Direct IAP binding) durante 
a apoptose pode superar esse bloqueio (Hector e Prehn, 2009). 
1.3.2. Alterações Morfológicas 
Antes de ocorrerem alterações morfológicas existe uma sequência de iniciação, 
denominada lag phase ou trigger phase. Este tempo de latência entre a exposição aos factores 
que despoletam a apoptose e as alterações morfológicas é variável, e também está 
dependente do tipo de célula, das condições do meio envolvente, bem como a intensidade de 
exposição e a duração do estímulo (Blankenberg, 2008b).  
As alterações morfológicas iniciam-se com a retracção da célula que causa perda de 
aderência quer com a matriz extracelular, como com as células vizinhas (Grivicich et al., 2007). 
Nesta fase inicial do processo de apoptose é possível visualizar com recurso ao microscópio a 
diminuição da célula, no qual o citoplasma se torna mais denso e os organelos mais 
compactados, bem como uma das principais características da apoptose, a picnose que resulta 
da condensação da cromatina (Elmore, 2007). Posteriormente a membrana celular forma 
prolongamentos (blebbing) e o conteúdo intracelular é empacotado em pequenas estruturas 
vinculadas por membranas, denominadas de corpos apoptóticos (Blankenberg, 2009). Os 
corpos apoptóticos são removidos rápida e eficientemente por fagócitos ou por células 
vizinhas. (Cotter, 2009). 
Estas transformações morfológicas visíveis são acompanhadas de alterações 
bioquímicas. Ao nível intracelular ocorre a degradação do ADN em fragmentos de elevado 
peso molecular e fragmentos oligonucleossomais, assim como a clivagem de proteínas 
celulares específicas. Relativamente à superfície da célula ocorre uma alteração bioquímica 
fundamental para o reconhecimento dos fagócitos, a externalização da fosfatidilserina (Tamm 
et al., 2001). Esta externalização precede a maioria das alterações morfológicas anteriormente 
referidas, como a condensação do núcleo ou a diminuição do citoplasma (Lahorte et al., 2004). 





A fosfatidilserina (PS, do acrónimo inglês phosphatidylserine) é um fosfolípido de 
membrana que está ubiquamente presente em membranas eucarióticas e procarióticas (Vance 
e Steenbergen, 2005). A membrana plasmática caracteriza-se por uma distribuição assimétrica 
dos fosfolípidos em células eucariotas. Os aminofosfolípidos como a fosfatidilserina e a 
fosfatidiletanolamina estão geralmente em maior quantidade no folheto interno, enquanto a 
fosfatidilcolina, a esfingomielina e a glicosfingolípidos estão principalmente localizados no 
folheto externo (Chaurio et al., 2009). A grande variedade destes fosfolípidos na membrana 
define a fluidez desta, dado que regula as propriedades das proteínas aí existentes (Vance e 
Steenbergen, 2005). 
A exposição da PS à superfície actua como sinal de reconhecimento para os 
macrófagos que expressam receptores da PS, promovendo assim a eliminação das células 
apoptóticas (Lahorte et al., 2004). Ainda que a identificação de um receptor dominante capaz 
de reconhecer esse sinal permaneça controversa (Botto, 2004).  
Embora no passado, a exposição da PS para a membrana externa fosse considerada 
como um dos pontos de não retorno da morte celular, esta não define necessariamente a morte 
celular (Kroemer et al., 2009). A exposição da PS pode ocorrer a baixos níveis e de forma 
reversível sob condições de stresse, não sendo necessariamente significado de apoptose. A 
reversibilidade da exposição da PS é reposta com a remoção do stresse fisiológico, como são 
exemplo o óxido nítrico ou a privação dos factores de crescimento, entre outros. Neste sentido, 
a exposição da PS, ainda que de forma reversível, pode ser usada para avaliar tecidos em 
risco de morte celular e que devem ser recuperados ou sujeitos a imediata intervenção 
terapêutica (Blankenberg, 2008a). Além disso, existem linhas celulares não-apoptóticas que 
apresentam variantes da normal exposição da PS, como granulócitos, mastócitos, neutrófilos, 
linfócitos B e T, assim como anticorpos estimulados (Blankenberg, 2008a; Kroemer et al., 
2009). 
1.4. Detecção  de Apoptose para avaliação da Resposta à 
Terapêutica 
A imagem in vivo constitui uma ferramenta indispensável na pesquisa de cancro. Para 
melhorar a abordagem terapêutica individual torna-se necessário localizar e estadiar o tumor, 
mas essencialmente monitorizar a resposta do cancro à terapêutica aplicada. A morte celular 
programada tem um papel preponderante quer no desenvolvimento do cancro quer na resposta 
à terapêutica. Assim, a aplicação de técnicas de imagem da apoptose poderá ser um excelente 
método para a monitorização da terapêutica, dado que poderão dar informação clínica acerca 
do tempo e extensão da apoptose, contribuindo para a escolha dos protocolos terapêuticos. 
Apesar de mais de uma década de intensa investigação, ainda não existe um método 
completamente validado para imagem de apoptose (injúria irreversível) ou stresse fisiológico 




ainda não foi nenhum aceite pela FDA (do acrónimo inglês Food and DrugAdministration). A 
Anexina V radiomarcada é um dos poucos radiotraçadores que tem sido amplamente usado 
em ensaios da fase II, e que permanece em desenvolvimento (Blankenberg, 2009). 
1.4.1. Anexina V 
A Anexina V é um ligando natural da PS, com afinidade nanomolar, que pertence à 
superfamília de proteínas anexinas (Chaurio et al., 2009; Sarda-Mantel et al., 2006). Esta é 
constituída por 319 aminoácidos e apresenta um peso molecular de 36 kDa (Vriens et al., 
1998).  
Os membros da família de anexinas compartilham funções e estrutura idênticas, e 
caracterizam-se pela capacidade de se ligarem à superfície de fosfolípidos de carga negativa 
de forma reversível e dependente de cálcio (Ca2+) (Brumatti et al., 2008). Cada anexina é 
constituída por duas regiões diferentes, o domínio N-terminal único, também denominado de 
cauda, e o domínio C-terminal ou núcleo. O domínio C-terminal consiste em quarto repetições 
similares de aproximadamente 70 aminoácidos, excepto para a Anexina VI que contém 8 
repetições. Este domínio é em geral o responsável pela ligação ao Ca2+ e aos fosfolípidos 
(Chaurio et al., 2009). 
A Anexina V encontra-se principalmente no espaço intracelular, no citosol, ainda que 
em pequena concentração circule também no compartimento sanguíneo de humanos 
saudáveis. Além disso, esta proteína é expressa numa variedade de tipos celulares, 
nomeadamente: cardiomiócitos, endotélio vascular, eritrócitos, trombócitos, linfócitos, células 
gliais, astrócitos, oligodendrócitos, células de Schwann, hepatócitos, células da mucosa 
brônquica, condrócitos e osteoblastos (Lahorte et al., 2004).  
Embora sejam bem estudas várias funções desta proteína, a função fisiológica precisa 
das anexinas permanece incerta. Nos finais da década de 70 foi isolada da placenta humana e, 
posteriormente, foi descoberta nos vasos sanguíneos e devido às suas propriedades anti-
coagulantes foi denominada de proteína vascular anti-coagulante alfa (VAC-α, do acrónimo 
inglês vacular anticoagulant protein alpha) (Boersma et al., 2005). Além desta função, a 
anexina inibe a fosfolipase A2, uma enzima responsável pela libertação de ácido araquidónico, 
componente do processo inflamatório, pela membrana celular; e inibe a proteína cinase C, 
responsável pelo sistema de sinalização intracelular (Blankenberg, 2008a).  
O número de locais de ligação à PS pela Anexina V em células tumorais apoptóticas 
são de 6 a 24×106 locais/célula. E, tendo em conta a esteriometria da ligação anexina V à PS, 
quatro a oito moléculas de anexina são capazes de se ligar por cada resíduo de PS exposta 
(Lahorte et al., 2004).  
1.4.2. Radiomarcação da Anexina V com Tecnécio-99metastável 
A anexina V marcada com o isótopo Técnecio-99metastável (99mTc) é o marcador de 
expressão da PS mais amplamente investigado; no entanto foram usados para a marcação da 




Anexina V outros isótopos radioactivos, nomeadamente os halogéneos, tais como 123I, 125I, 124I 
e 18F. Nos últimos anos foram desenvolvidos vários radioligandos de 99mTc-Anexina V, variando 
o tipo de agentes quelantes e co-ligandos usados na marcação, tendo resultado, como tal, em 
comportamentos biológicos distintos. (Lahorte et al., 2004). 
A marcação de proteínas e péptidos com 99mTc geralmente envolve a derivatização 
através de agente um quelante bifuncional. Os agentes quelantes como N3S-triamidetiois, 
N2S2-diamideditiois, MAMA (monoamina monoamina tióis) são normalmente usados para a 
marcação de pequenas moléculas. No entanto, dado que a maioria desses quelantes 
bifuncionais requer condições de radiomarcação mais rigorosas, como temperaturas e pH 
elevados não podem ser aplicados na radiomarcação de proteínas (Verbeke et al., 2003). 
O primeiro ensaio clínico da Anexina V radiomarcada foi realizado em doentes com 
cancro do pulmão, linfoma não Hogdkin e cancro da mama, tendo sido utilizado o radioligando 
marcado 99mTc-4,5-bis-(tioacetamido)pentanoil-Anexina V, (99mTc-BTAP-Anexina V) (cf. Figura 
1.1 1.1A) (Lahorte et al., 2004; Belhocine et al., 2002). O processo de marcação deste 
radioligando envolvia vários passos, iniciando-se com a quelação do 99mTc na presença de 
gluconato estanhoso, seguido de um período de incubação sob aquecimento, que permitia a 
formação de complexo estável 99mTc-N2S2 com o ligando pentioato. Após o arrefecimento era 
adicionada a anexina V-rh, seguido de um novo período de incubação. A etapa final da 
marcação consistia na purificação através de filtração em gel (Kemerink et al., 2001). Este 
processo de marcação configurou-se moroso e complicado, expondo o operador à radiação, o 
rendimento radioquímico obtido também não era muito elevado, e além disso apresentava 
excreção não específica pela bílis (Lahorte et al., 2004; Blankenberg, 2008b). 
Outro radioligando aplicado em ensaios clínicos foi o 99mTc-(n-1-imino-4-
mercaptobutyl)-Anexina V, (99mTc-i-Anexina V). O processo de marcação do radioligando 99mTc-
i-Anexina V apresenta um método de marcação mais simples que o 99mTc-BTAP-Anexina V, 
embora o período de incubação após a marcação seja muito extenso, 2 horas. Além disso, a 
eficiência de marcação do 99mTc-i-Anexina V não é superior a 82%, e por isso inconveniente 
para o uso clínico. A clearance do 99mTc-i-Anexina V do corpo humano comparativamente ao 
99mTc-BTAP-Anexina V é mais lenta e a dose de radiação é maior (Boersma et al., 2003).  
Ambos os radioligandos 99mTc-i-Anexina V e 99mTc-BTAP-Anexina V apresentam uma 
captação muito elevada ao nível do fígado, rins e baço, e como tal não são bons na detecção 









Figura 1.1 - (A) Estrutura Química da 99mTc-BTAP-Anx V. (B) Estrutura Química da 99mTc-HYNIC-Anexina V 
usando a tricina como co-ligando. 
 
O método de marcação da anexina V baseado no agente bifuncional hidrazino 
nicotinamida (HYNIC do acrónimo inglês 6-hydrazinopyridine-3-carboxylic acid) foi estudado no 
ensaio clínico subsequente (Blankenberg, 2009). A introdução do HYNIC representa um marco 
no desenvolvimento dos radiofármacos de péptidos marcados com 99mTc. Dado que permitiu 
uma eficiência de marcação mais elevada, pois o ligando HYNIC ocupa apenas um local de 
coordenação, e co-ligandos como a tricina, o ácido etilenodiamina diacético (EDDA, do 
acrónimo ethylenediamine diacetic acid) podem completar a esfera de coordenação do metal 
(Pietzsch et al., 2007). O HYNIC requer duas moléculas de tricina para completar a esfera de 
coordenação (Verbeke et al., 2003). 
O 99mTc-HYNIC-Anexina V (cf. Figura 1.1B) foi o único radioligando estudado para 
detecção de apoptose investigado em ensaios clínicos de fase II/III, em doentes com cancro do 
pulmão de não pequenas células (Lahorte et al., 2004). O processo de marcação estava bem 
definido e eram fornecidos em kits pela Theseus Imaging Corporation permitindo a rápida 
marcação. No entanto, devido ao fecho da empresa os ensaios clínicos em desenvolvimento 
ficaram incompletos e outras patologias não foram estudadas (Boersma et al., 2005; 
Blankenberg, 2009). Desta forma, o 99mTc-HYNIC-Anexin V apenas pode ser estudado em 
modelos animais. 
Para além destes radioligandos usados na marcação da anexina V com 99mTc 
aplicados em ensaios clínicos, outros foram estudados, nomeadamente o etilenodicisteína (EC) 
ou o mercaptoacetil-glicil-glicerina (MAG3) (Yang et al., 2001; Vanderheyden et al., 2006). As 
alterações para na marcação da anexina V não se cingiram apenas à mudança dos 
radioligandos, também existem estudos nos quais foram realizadas mutações da anexina V.  




1.5. Objectivos do Trabalho 
O principal objectivo deste projecto foi a determinação da capacidade da anexina V 
radiomarcada na avaliação de apoptose em células neoplásicas de adenocarcinoma 
colorrectal, para avaliação tumoral e monitorização terapêutica. 
Na fase inicial pretendeu-se realizar a marcação desta molécula com 99mTc e 
posteriormente estudar a sua estabilidade ao longo do tempo. Numa fase posterior pretendeu-
se avaliar o comportamento do radiofármaco in vitro, e in vivo.  
No sentido de conseguir os objectivos definidos, o trabalho desenvolvido contemplou os 
seguintes passos: 
 Preparação e optimização da marcação do radiofármaco. Para alcançar o objectivo 
proposto foi necessário a determinação da pureza radioquímica, através de técnicas de 
controlo de qualidade radioquímico, por cromatografia em camada fina.  
 Estudo do comportamento do radiofármaco in vitro, usando a linha celular de 
adenocarcinoma colorrectal humano WiDr (ATCC®), através de estudos de captação do 
radiofármaco. 
 Estudo do comportamento do radiofármaco in vivo, usando o modelo animal de 
xenotransplante da mesma linha celular usada nos estudos in vitro. Para tal, realizaram-






2. MATERIAL E MÉTODOS 
A anexina V é uma proteína de 36 kDa com ligação a fosfolípidos, dependente de 
cálcio, que possui afinidade nanomolar para a PS (Ishino et al., 2007). A anexina V marcada 
com fluorocromos é bastante usada para a detecção in vitro por citometria de fluxo de células 
em apoptose (Vriens et al., 1998). Uma alternativa a essa abordagem é a marcação da anexina 
V com um radioisótopo para permitir a análise in vivo de tecidos em apoptose, através de 
imagem funcional e de forma não invasiva.  
2.1. Estudos de Química 
2.1.1. Preparação da 99mTc-HYNIC-Anexina V 
A marcação radioactiva da anexina V com o isótopo tecnécio-99m foi feita através do 
método indirecto, pelo uso do quelante bifuncional HYNIC. A aplicação deste método permite 
salvaguardar a estrutura, bem como a actividade biológica da proteína (Karczmarczyk et al., 
2004). A anexina V humana foi obtida por expressão na Escherichia coli e purificada. 
Posteriormente, foi tratada com o quelante HYNIC e derivatizada. 
A solução de anexina V derivatizada com HYNIC utilizada neste projecto, bem como o 
agente redutor tricina estanhosa, foram generosamente cedidos pelo NCI (do acrónimo inglês 
National Cancer Institute), sob a forma de kits liofilizados.  
Os kits de anexina V disponibilizados continham uma quantidade de anexina V superior 
à necessária para cada estudo, pelo que, para não desperdiçar anexina V, uma vez que após a 
radiomarcação não é reutilizável, aliquotaram-se os kits de acordo com as indicações 
fornecidas pelo NCI, em quantidades adequadas às necessidades de cada estudo e nunca 
inferiores a 25µg de anexina V. Cada kit com o ligando continha 0,275mg de HYNIC-Anexina V. 
Para proceder à marcação da anexina V foi retirada a alíquota de HYNIC-Anexina V e o 
kit de tricina estanhosa do congelador, onde estavam armazenados a -80ºC, e colocados a 
descongelar à temperatura ambiente. Após o descongelamento, foi adicionado ao kit frio o 
pertecnetato de sódio (99mTcO4-), numa actividade nunca superior a 7,4MBq/µg de anexina V, e 
no volume compreendido entre os 10-30µL, e agitou-se suavemente. De referir que, para 
aumentar a actividade específica utilizou-se sempre um eluato fresco, eluído à menos de 4h, e 
nunca proveniente da primeira eluição. De imediato, foi adicionado ao kit o agente estanhoso e 
agitou-se novamente. A preparação foi incubada durante 15 minutos à temperatura ambiente (± 
20º). 
Os kits de tricina estanhosa cedidos pelo NCI correspondiam ao número de kits de 
anexina V. Como a tricina estanhosa não é facilmente aliquotada, e de acordo com o NCI após 
a marcação podem surgir quantidades significativas de tecnécio reduzido-hidrolizado (99mTcO2), 




foi optimizada a marcação da anexina V com recurso a outro agente redutor, o cloreto 
estanhoso di-hidratado (SnCl2.2H20) (Sigma 208035). Dado que, o objectivo da tricina 
estanhosa é constituir uma fonte de iões de estanho, para reduzir o pertecnetato de sódio e 
desta forma este ligar-se à anexina V. 
Nos processos de marcação foram realizadas apenas duas marcações do radioligando 
sem aplicação de nenhum agente redutor, usando alíquotas de 100µg de anexina V 
derivatizada com HYNIC. A actividade radioactiva utilizada para cada uma das marcações foi 
247,9MBq e 183,5MBq, num volume de 30µL.  
Na marcação da anexina V baseada na redução do 99mTc pela tricina estanhosa, foram 
usadas alíquotas de 100, de 75 ou 50µg de anexina V. A actividade de pertecnetato usada para 
as marcações compreendeu valores entre 97,3MBq e 111,4MBq (105,9 ± 9,2; média ± desvio 
padrão), num volume de 30µL. A quantidade de tricina estanhosa adicionada foi de 16,7µg, 
para todas as marcações. 
Para a marcação através de reduções com o cloreto estanhoso di-hidratado utilizaram-
se alíquotas de 100, de 75 ou 50µg de anexina V. Foram adicionadas actividades de 
pertecnetato de sódio entre 75,8MBq e 333MBq (139,5 ± 59,1), num volume de 30µL. A 
quantidade de cloreto estanhoso utilizada compreendeu valores entre os 10µg e os 100µg 
(30,4 ± 24,9). Em aproximadamente um terço das marcações por redução com cloreto 
estanhoso foi adicionado 10µL de solução de bicarbonato de sódio (HNaCO3).  
2.1.2.  Controlo da Qualidade da 99mTc-HYNIC-Anexina V 
2.1.2.1. Controlo visual do radiofármaco 
Após a marcação os kits foram inspeccionados visualmente para verificar se não 
existiam precipitados em suspensão e se a solução era límpida e incolor. 
2.1.2.2. Controlo da qualidade radioquímico da 99mTc-HYNIC-Anexina V 
O controlo da qualidade radioquímico visa avaliar a pureza radioquímica do 
radiofármaco, que é definida como a fracção da actividade total na forma química pretendida 
relativamente à actividade total. Na preparação podem existir as seguintes espécies 
radioquímicas: 99mTc-complexado (99mTc-HYNIC-Anexina V), e as impurezas radioquímicas de 
99mTcO4- e 99mTcO2. 
O controlo de qualidade radioquímico da 99mTc-HYNIC-Anexina V foi realizado através 
da técnica de cromatografia em camada fina instantânea (ITLC, do acrónimo inglês Instant Thin 
Layer Chromatography). Esta técnica permite a separação dos componentes de uma mistura 
devido às diferentes interacções com a fase estacionária e à diferença de solubilidade nos 
vários solventes. Cada soluto é caracterizado por um Rf, definido pela distância percorrida pelo 
soluto e a distância percorrida pelo solvente, e varia entre 0 e 1. O Rf = 0 corresponde ao 




composto que permaneceu no ponto de aplicação e o Rf = 1 corresponde ao composto que 
migrou para a frente de solvente.  
O suporte de ITLC usado foi a tira de ITLC impregnada com sílica-gel (ITLC-SG, 
Gelman®), com as dimensões de 2cm de largura e 8 cm de altura, e o solvente foi a solução 
tampão ACD (ácido citrato dextrose), colocada a 0.5 cm de altura na câmara de saturação.  
Após o período de incubação foi retirada uma pequena amostra de 2-5µL da 99mTc-
HYNIC-Anexina V e aplicada no ponto de aplicação, a 1cm do limite inferior da tira. 
Posteriormente, a tira foi colocada na câmara de saturação até o solvente atingir o Rf=1. De 
seguida, retirou-se a tira, deixou-se secar, e cortou-se em três secções: origem do 0-2,75cm, 
meio de 2,75-3,25 cm, e frente de solvente de 3,25-6cm. Cada uma das partes foi medida em 
contador de poço (DPC Gamma C12®), e obtidas as contagens por minuto (CPM) de cada 
uma. 
Deste sistema cromatográfico espera-se que a 99mTc-HYNIC-Anexina V permaneça na 
origem, enquanto os compostos indesejados 99mTcO4- e o 99mTcO2 migrem para a frente de 
solvente, representado na Figura 2.1. A secção média da tira permite verificar se ocorre a 
completa separação do radioligando e das impurezas. 
 
Figura 2.1 – Sistema cromatográfico para determinação da pureza radioquímica: fase estacionária ITLC-SG e 
fase móvel ACD. 
 
Para maximizar a actividade retida no tecido/órgão alvo a eficiência de marcação deve 
ser superior a 90%. O cálculo da pureza radioquímica foi determinado pela seguinte fórmula: 
 
% Pureza radioquímica = 
Actividade na origem
Actividade total da tira ×100  
 




2.1.2.3. Controlo do pH da 99mTc-HYNIC-Anexina V 
A determinação do pH foi feita através do método colorimétrico de tiras de pH (pH-Fix 
0.0-14.0, Machenerey-Nagel®).  
2.2. Estudos In Vitro 
2.2.1. Cultura de Células 
No presente estudo foi usada uma linha celular de adenocarcinoma colorrectal 
humano, a linha WiDr obtida pela ATCC® (American Type Culture Collection). Esta linha celular 
foi obtida a partir de uma porção de adenocarcinoma primário do cólon rectosigmóide, de uma 
doente de 78 anos, em 1971 (Noguchi et al., 1979). Esta linha celular apresenta de mutação 
missense na p53, mutação G→A, o que resulta na substituição de uma Arg → Hist na posição 
273 (Rodrigues et al., 1990). 
A cultura da linha celular WiDr foi ampliada em frascos de cultura aderentes de 75cm2, 
em meio Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM, Sigma D-5648) suplementado com 10% 
de soro sovino fetal (Gibco 2010-09®), 20mM de tampão Hepes, e 1% de antibiótico (100 U/mL 
de penicilina e 10 µg/mL estreptomicina, Gibco 15140-122®). As células cresceram 
exponencialmente em monocamada, numa atmosfera humidificada contendo 5% de dióxido de 
carbono (CO2) e a uma temperatura de 37ºC (incubadora HeraCell 150). As células foram 
divididas ao atingirem uma confluência de aproximadamente 80%. O meio de cultura das 
células era substituído a cada 2 dias.  
De referir que, todos os procedimentos da cultura de células foram realizados 
assepticamente de forma a prevenir contaminações com bactérias, fungos, micoplasma ou 
mesmo contaminação cruzada de outras linhas celulares. 
As células cultivadas foram aplicadas nos estudos in vitro, bem como nos estudos in 
vivo desenvolvidos neste projecto. 
2.2.2. Estudos de Captação 
Para a realização dos estudos de captação, incubaram-se as células com 3mL de 
solução de tripsina-EDTA a 0,25% (Gibco 25200®) durante três minutos a 37ºC, com o 
objectivo de haver desagregação das células. Logo de seguida, para inactivar a acção da 
tripsina foi adicionado cerca de 8mL de DMEM. A suspensão celular foi centrifugada a 1000 
rotações por minuto (rpm) durante 5 minutos (Heraeus Multifuge 1L-R; raio do rotor 18,7 cm).  
O número de células existente na suspensão foi estimado por contagem, com recurso a 
um hemocitómetro (Nageotte Chamber, Hausser Scientific Company), em microscópio óptico 
(Motic AE31) com uma ampliação de 100x. As células foram depois ressuspensas no meio de 
cultura, em volume adequado à obtenção da concentração necessária para estudo, e 




colocadas em repouso durante 1hora, em atmosfera humidificada com 5% de CO2 e a uma 
temperatura de 37ºC, com o objectivo de recuperar do stresse causado pela acção enzimática. 
Posteriormente, foram usadas nos estudos de captação. 
2.2.3. Estudos de Captação em Células WiDr 
Nos estudos de captação de células WiDr, sem inoculação de fármacos, foram usadas 
células em frascos de cultura de 25cm2, numa concentração de 2×106 células/mL. Após o 
tempo de repouso, foram adicionados aos frascos 0,925MBq/mL de 99mTc ou de 99mTc-HYNIC-
Anexina V, e seguidamente foram retiradas alíquotas de 200 μL da suspensão celular, aos 5, 
15, 30, 45, 60, 90 e 120 minutos, para tubos de eppendorf aos quais previamente se tinha 
adicionado 500µL de solução do tampão fosfato (PBS) gelado, com o objectivo de reduzir o 
metabolismo celular. Posteriormente, para fazer a separação entre o pellet e o sobrenadante, 
as amostras foram centrifugadas durante 60 segundos a 10 000 rpm (VWR Micro Centrifuge, 
Model V), sendo removido para cada tubo o sobrenadante. Para optimizar essa separação, foi 
feita uma nova lavagem do pellet com mais 500 μL de PBS gelado, repetiu-se a centrifugação 
nas mesmas condições e adicionou-se o sobrenadante obtido ao tubo correspondente.  
As amostras obtidas, de pellet e sobrenandante, foram medidas em contador de poço. 
A percentagem de captação da 99mTc-HYNIC-Anexina V pelas células de adenocarcinoma 
colorrectal foi determinada pela expressão da equação: 
 





2.2.4. Determinação da Viabilidade Celular 
A viabilidade celular foi observada utilizando a técnica de exclusão de azul tripano, na 
qual apenas as células não viáveis coram de azul. O facto de estas corarem de azul deve-se 
ao facto de a membrana celular estar destruída, contrariamente às células viáveis em que a 
membrana, por se encontrar intacta, constitui uma barreira para a entrada do corante.  
O estudo de viabilidade celular foi realizado no fim dos estudos de captação. Para tal, 
recolheu-se uma amostra de 20µL da suspensão celular e juntou-se a 20μL azul tripano a um 
tubo de eppendorf. A mistura depois de homogeneizada foi colocada no hemocitómetro e 
observada ao microscópio óptico. A determinação da percentagem de viabilidade celular pelo 
método de exclusão de azul tripano foi feita através da expressão definida pela seguinte 
equação:  
% de viabilidade celular = 
células vivas
células vivas+ células mortas
 ×100 
 




2.2.5. Estudos de captação em Células WiDr Incubadas com TRAIL 
Apesar dos avanços significativos na investigação clínica, a radioterapia e a 
quimioterapia induzem toxicidade sistémica. O TRAIL, identificado há mais de uma década, é 
uma molécula promissora no tratamento de cancro por induzir apoptose numa grande 
variedade de células neoplásicas, não afectando células normais. 
Nos estudos de captação de 99mTc-HYNIC-Anexina V por células WiDr incubadas com 
TRAIL (ENZO, Life Science) foram usados 5×105 células em 3mL de meio por cada poço, em 
placas de cultura de células de 6 poços. Após ficaram em repouso durante 1hora, a 37ºC e a 
5% de CO2, e de se verificar ao microscópio que estavam aderentes à placa de cultura, 
adicionou-se a cada poço a concentração de 100ng/mL de TRAIL.  
As células foram incubadas com o TRAIL durante 2, 12 e 24horas, a 37ºC em 5% de 
CO2, após esses tempos de incubação foi adicionado ao poço 0,925MBq/mL de 99mTc-HYNIC-
Anexina V. Posteriormente, aos 5, 30, 60, 90 e 120 minutos após a adição foi removido todo o 
sobrenadante de cada um dos poços e colocado num novo poço. Todos os poços, com as 
células aderidas ou com sobrenadante foram de seguida medidos na Câmara Gama (GE 400 
AC). A percentagem de captação do radiofármaco foi determinada com base equação acima 
descrita, no qual as CPM neste caso correspondiam ao total de contagens do respectivo poço 
determinado pelo processamento de regiões de interesse (ROI, do acrónimo inglês regions of 
interest) determinadas na estação de processamento Xeleris®. 
2.2.6. Citometria de Fluxo 
A citometria de fluxo é uma técnica que permite a análise e quantificação de células ou 
partículas biológicas em suspensão. O seu princípio baseia-se na dispersão da luz, frontal 
(forward scatter – FSC) e lateral (side scatter – SSC), emitida de um feixe de luz (laser de 
árgon), e pela fluorescência emitida pelos fluorocromos ligados a anticorpos monoclonais.  
2.2.6.1. Determinação de apoptose por citometria de fluxo através da anexina V 
A apoptose in vitro induzida pelo TRAIL para diferentes concentrações e com diferentes 
tempos de incubação, foi determinada através de citometria de fluxo pela quantificação dos 
níveis de fosfatidilserina na membrana externa das células apoptóticas.  
A aplicação da citometria de fluxo, através do uso simultâneo da anexina V conjugada 
com o fluorocromo isiotiocianato de fluoresceína (FITC) e do iodeto de propídio (IP), permite a 
distinção entre a apoptose e a necrose. Como referido anteriormente, a anexina V tem 
afinidade nanomolar para a fosfatidilserina, e quando conjugada com o FITC permite a 
quantificação células em apoptose. Por outro lado, a aplicação do iodeto de propídeo permite a 
marcação das células em que há perda da integridade da membranar, células em necrose, 
dado que se intercala na dupla cadeia do ADN emitindo fluorescência, mas não consegue 
atravessar uma membrana citoplasmática saudável. Neste sentido, pela exposição simultânea 




à anexina V e ao IP é possível a discriminação de quatro grupos: (i) células viáveis, ou seja que 
não marcadas pela anexina V nem pelo IP; (ii) células em apoptose inicial, marcadas pela 
anexina V; (iii) células em apoptose tardia/necrose, e portanto marcadas pela anexina V, bem 
como pelo IP; (iv) e células em necrose, apenas marcadas pelo IP. 
Para quantificação da viabilidade celular usaram-se 1×106células que foram sujeitas a 
centrifugação de uma suspensão celular a 2500rpm, durante 5minutos. Posteriormente, para 
se proceder à marcação com os fluorocromos, retirou-se o sobrenadante e lavou-se o pellet 
com FacsFlow® (BDBiosciences). Depois, o pellet foi incubado com 100µL de tampão de 
ligação (KIT Immunotech), 5µL de anexina V – FITC (KIT Immunotech) e 5µL de iodeto de 
propídeo (KIT Immunotech), a 4ºC durante 15minutos, no escuro. A seguir ao período de 
incubação adicionaram-se 400µL de FacsFlow® e efectuou-se a análise no citómetro 
FACSCalibur (Becton Dickinson) equipado com um laser de árgon, utilizando os comprimentos 
de onda de excitação de 525nm para a anexina V – FITC e 640nm para o IP. 
Foram adquiridas 10 000células através do programa CellQuestTM e para a análise dos 
dados obtidos utilizou-se software Paint-a-Gate 3.02. Os resultados são expressos em 
percentagem de células identificadas com base na positividade de marcação para anexina V-
FITC. 
2.3. Estudos In Vivo 
O objectivo último de um radiofármaco é a sua aplicação in vivo para diagnóstico ou 
terapia. O estudo de biodistribuição de radiofármacos em modelos animais é uma das etapas 
que permite avaliar a farmacocinética in vivo de novos radiofármacos para uma possível 
aplicação clínica. 
O modelo animal usado para o desenvolvimento dos estudos in vivo deste projecto foi 
ratinhos Balb/c nu/nu, jovens adultos e de ambos os sexos. 
Os animais foram mantidos no biotério em condições de temperatura, humidade e 
condições de regulação de luz padrão, e tratados de acordo com a legislação em vigor para os 
cuidados de animais em laboratório. 
2.3.1. Estudos de Biodistribuição 
2.3.1.1. Anestesia 
Antes de serem injectados com o radiofármaco, todos os animais foram anestesiados 
através de injecção subcutânea de uma solução de ketamina (77%) (Kelatar®, Porke-Davis) e 
cloropromazina (23%) (Largactil®, Laboratórios Vitória). Após estarem anestesiados foram 
injectados por via intravenosa na veia dorsal da cauda. Durante o tempo em que se 
mantiveram sob anestesia foram mantidos a uma temperatura de aproximadamente 26ºC.  




2.3.1.2. Biodistribuição da 99mTc-HYNIC-Anexina V em ratinhos normais 
Nos estudos de biodistribuição de ratinhos sem tumor foram usados os ratinhos Balb/c 
nu/nu normais. Os animais pesavam entre 1,68 e 33,92g, (26,12 ± 4,17). A actividade do 
radioligando administrada foi registada com valores entre 0,222MBq e 6,216MBq (1,87 ± 1,47). 
Após a administração do radiofármaco, os ratinhos foram sacrificados por 
deslocamento cervical, nos seguintes tempos: 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240, 300 e 360 
minutos. Posteriormente foram recolhidos os seguintes órgãos: cérebro e cerebelo, tiróide, 
pulmão, coração, estômago, vesícula biliar, fígado, baço, intestino delgado, intestino grosso, 
rins. Foram também retiradas amostras de alguns tecidos como o músculo, osso, sangue, 
cartilagem, assim como também fluidos de excreção como a bílis e a urina. Para todos estes 
órgãos, tecidos e fluidos foi determinada a massa e as respectivas contagens, em CPM, em 
contador de poço. 
Através dos valores obtidos foi calculada a percentagem de actividade de 99mTc-
HYNIC-Anexina V administrada por grama (%ID/g) de órgão, tecido ou fluido excretado, de 
acordo com a seguinte expressão: 
 
 % Actividade injectada grama⁄ = CPM total do órgão Massa órgão
⁄
CPM actividade total administrada
 ×100  
2.3.1.3. Biodistribuição da 99mTc-HYNIC-Anexina V em ratinhos com 
xenotransplantes 
No estudo de biodistribuição do radiofármaco no modelo animal com tumor foram 
usados xenotransplantes em ratinhos Balb/c nu/nu, dado que por serem atímicos permitem a 
implantação de células tumorais humanas sem desenvolverem rejeição. 
Os animais usados pesavam entre 16,6 e 33,3g (22,3 ± 3,8). A actividade radioactiva 
administrada foi registada com valores entre 0,5MBq e 33,7MBq (6,4 ± 8,1). 
Os xenotransplantes foram implantados no cavado axilar direito, pela injecção de 
aproximadamente 8×106 células da mesma linha celular aplicada nos estudos in vitro. 
No estudos de biodistribuição de ratinhos Balb/c nu/nu com xenotransplantes foi 
aplicada a mesma metodologia que nos ratinhos normais Balb/c nu/nu. Tendo também sido 
feita a recolha do tumor, que seguiu o protocolo dos restantes órgãos.  
O estudo de biodistribuição em ratinhos com xenotransplantes incluiu ainda a razão 
das percentagens de actividade administrada/grama entre tumor e músculo. Assim como, 
também foram determinadas as razões que correlacionam a %ID/g do tumor com as suas 
dimensões (volume). Para tal, após a excisão do xenotransplante foi medido o maior diâmetro 
(D) e o menor diâmetro (d) do tumor com recurso a uma craveira, tendo sido posteriormente 











2.3.1.4. Imagem em câmara gama 
Os estudos de imagem através de câmara gama utilizaram ratinhos Balb/c nu/nu. Antes 
da realização das imagens todos os ratinhos foram anestesiados, segundo o procedimento 
anteriormente referido. De seguida, foram posicionados em posição de pronação em cima do 
detector, correctamente protegido. No momento da injecção endovenosa de 99mTc-HYNIC-
Anexina V, na veia dorsal da cauda, iniciou-se a aquisição de estudos dinâmicos em câmara 
gama (GE 400AC), com colimador paralelo de alta resolução e baixa energia, e com janela de 
energia de 10% centrada nos 140keV, fotopico do 99mTc. O estudo dinâmico compreendeu a 
aquisição de 600 imagens de 10 segundos cada uma. A matriz utilizada foi de 128×128, sem 
magnificação (zoom de 1,0). 
Posteriormente ao estudo dinâmico foram adquiridas imagens estáticas de 5 minutos, 
aos 30, 60, 90, 120, 180, 210, 270, 360 minutos após administração da 99mTc-HYNIC-Anexina 
V. A matriz aplicada nas imagens estáticas foi de 256×256, magnificada em 1,33. 
As aquisições dos estudos dinâmicos e estáticos foram iniciados e controlados pelo 
computador de aquisição GenieAcq. Após concluídas as imagens, estas foram transferidas 
para a estação de processamento Xeleris®. O processamento consistiu no desenho de ROIs do 
tumor, para obtenção de curvas actividade/tempo. 
Para além da aquisição de imagens estáticas dos ratinhos, foram também adquiridas 
imagens estáticas do tumor excisado e de uma amostra de tecido muscular dos ratinhos, com 
matrizes de 256×256 e sem magnificação. O processamento destas últimas imagens consistiu 
no desenho de ROIs de cada uma das estruturas.  
2.4. Tratamento de Dados 
Os dados recolhidos ao longo do projecto foram compilados no programa Microsoft 
Office Excel 2007®. 
Para análise quantitativa dos dados aplicaram-se técnicas de estatística descritiva e 
testes não paramétricos recorrendo-se ao software SPSS®, versão 15.0 (Statistical Package for 
the Social Sciences). Nos testes estatísticos aplicados considerou-se um nível de significância 
de 5%, ou seja p <0,05. A maioria dos valores descritos ao longo do trabalho estão expressos 






Em sequência da metodologia aplicada procedeu-se ao registo e análise dos 
resultados relativos a cada uma das fases metodológicas acima descritas. 
3.1. Estudos de Química 
Após a reconstituição da anexina V com o 99mTc a solução foi observada, tendo-se 
verificado que em algumas radiomarcações ocorreu a presença de precipitados na solução. 
Nas situações em que se observou a presença de precipitados a eficiência de marcação foi 
inferior aos 90%.  
Com recurso à cromatografia em camada fina verificou-se que, após o período de 
incubação, a pureza radioquímica do radioligando não sujeito à presença de agente redutor foi 
de 0% e 3.2%. Aumentando para 10,1%, aos 90 minutos, na segunda marcação. 
Relativamente ao pH, obtiveram-se valores de 7 e 6,5, respectivamente. 
Na pureza radioquímica da 99mTc-HYNIC-Anexina V marcada através do processo de 
redução baseada na tricina estanhosa, medida aos 15 minutos após ao período de incubação, 
obteve-se um valor médio 84,8 ± 8,8 (média ± DP), (cf. Tabela 3.1). O pH medido foi sempre de 
6,5.  
 
Tabela 3.1 – Pureza radioquímica obtida na marcação do 99mTc-HYNIC-Anexina V por redução através da tricina 
estanhosa. 
Tempo (minutos) Eficiência de Marcação (%) pH 
 Intervalo Média ± DP  
15 70,1 – 93,0 84,8 ± 8,8 6,5 
30 85,0 – 93,5 89,2 ± 3,1 6,5 
60 73,8 – 93,2 84,4 ± 9,8 6,5 
90 88,2 88,2 6,5 
180 72,5 – 93,9 83,2 ± 15,1 6,5 
300 75,2 – 89,0 82,1 ± 9,7 6,5 
 
Relativamente, à pureza radioquímica da marcação da anexina V pelo processo de 
redução através do cloreto estanhoso, medida aos 15 minutos após ao período de incubação, 
obteve-se um valor médio de 85,7 ± 6,5 (média ± DP), (cf. Tabela 3.2). O pH medido 






Tabela 3.2 – Pureza radioquímica obtida na marcação do 99mTc-HYNIC-Anexina V por redução através do 
cloreto estanhoso di-hidratado. 
Tempo (minutos) Eficiência de Marcação (%) pH 
 Intervalo Média ± DP  
15 71,3 – 97,8 85,7 ± 6,5 4,5 – 6,5 
30 55,8 – 96,6 81,1 ± 10,4 4,5 – 6,5 
60 69,6 – 98,9 80,9 ± 9,6 4,5 – 6,5 
120 77,4 – 97,9 87,3 ± 7,5 4,5 – 6,5 
180 79,6 – 89,7 86,1 ± 4,2 4,5 – 6,5 
240 71,1 – 91,8 84,6 ± 10,1 4,5 – 6,5 
300 85,8 – 91,1 88,7 ± 2,7 4,5 – 6,5 
360 77,8 – 90,1 84,9 ± 4,8 4,5 – 6,5 
400 71,0-96,6 87,5 ± 7,8 4,5 – 6,5 
 
A 99mTc-HYNIC-Anexina V, quer marcada através da redução com tricina estanhosa, 
quer com cloreto estanhos manteve-se estável ao longo do tempo, de acordo com os 
resultados obtidos pelo controlo de qualidade radioquímico medido até aos 300 e os 400 
minutos, respectivamente (cf. Tabela 3.1 e Tabela 3.2). 
3.2. Estudos In Vitro 
Em seguimento dos estudos de química procedeu-se à realização dos estudos in vitro 
para avaliar a estabilidade da 99mTc-HYNIC-Anexina V. Para tal, foram efectuados estudos de 
captação na linha celular WiDr ao longo de um período de 120 minutos. Foram também 
realizados estudos de captação da linha celular WiDr na presença da molécula de acção 
indutora de apoptose TRAIL. 
De referir que, em todos os estudos in vitro apenas foi utilizada 99mTc-HYNIC-Anexina V 
com uma eficiência de marcação superior a 90%. 
3.2.1. Cultura de Células 
3.2.1.1. Estudos de captação em células WiDr 
Da análise da representação gráfica dos estudos de captação com a 99mTc-HYNIC-
Anexina V e com o 99mTc livre (cf. Figura 3.1) observa-se que o seu comportamento ao longo 
do tempo é distinto. Desta representação gráfica, observa-se ainda que a percentagem de 




captação da anexina V radiomarcada aumenta progressivamente ao longo dos 120 minutos, de 
valores compreendidos entre 4,14% e 15,25%. De acordo com a análise do teste de Friedman 
verifica-se que existem diferenças estatisticamente significativas na captação do 99mTc-HYNIC-
Anexina V pela linha celular de WiDr ao longo do tempo, p (0,000) < α (0,05). 
 
 
Figura 3.1 - Percentagem de captação da 99mTc-HYNIC-Anexina V e de 99mTc pela linha celular WiDr durante um 
período de 120 minutos. 
 
Por outro lado, a captação de tecnécio livre na linha celular WiDr segundo o que se 
observa pela Figura 3.1 mantém-se em valores próximos dos 0,5% ao longo dos 120 minutos, 
e de acordo com a análise do teste de Friedman, não existem verificam diferenças 
significativas, p (0,187) > α (0,05).   
Ainda pela análise estatística, através do teste de Wilcoxon, verifica-se que a captação 
da 99mTc-HYNIC-Anexina V é significativamente superior à captação do 99mTc pela linha celular 
estudada ao longo dos 120min, dado que o p (0,008) < α (0,05). 
De acordo com os estudos de viabilidade celular, realizados no final dos estudos de 
captação, através do método de exclusão do azul tripano, verificou-se que a viabilidade celular 
se manteve sempre acima dos 90%. 
3.2.1.2. Estudos de Captação em Células WiDr Incubadas com TRAIL 
Dos estudos de captação do radiofármaco na linha celular de WiDr sujeita à acção do 
TRAIL incubado durante 2h,12h e 24h verifica-se, através da análise da Figura 3.2, que a 


































semelhante à percentagem de captação do respectivo controlo, ou seja, pelas células não 
incubadas com o TRAIL.  
                   
 
Figura 3.2 - Percentagem captação da 99mTc-HYNIC-Anexina V, ao longo de um período de 120 minutos, pela 
linha celular WiDr após incubação com TRAIL. 
 
No entanto, de forma mais pormenorizada observa-se que a percentagem de captação 
pelas células incubadas com TRAIL durante 2h é sempre inferior ao controlo, enquanto para as 
células incubadas com o TRAIL durante 12h e 24h a percentagem de captação, ao longo do 
tempo, apenas é inferior ao respectivo controlo aos 5minutos.   
Também se observa que, de um modo geral, essa captação aumenta a longo do 
tempo. Assim como, se observa que as células incubadas com o TRAIL durante 24 horas 
apresentam valores de percentagem de captação do radioligando inferiores à captação nas 
células incubadas durante 2 e 12 horas, principalmente após os 60 minutos. 
3.3. Citometria de Fluxo 
3.3.1. Determinação de Apoptose Celular por Citometria de Fluxo 
Através da Anexina V 
A caracterização da viabilidade celular após a aplicação do agente indutor de apoptose 
TRAIL foi efectuada pela técnica de citometria de fluxo. Através da dupla marcação com 
anexina V-FITC e IP verificou-se que na linha celular WiDr os valores de apoptose inicial e 
tardia, de um modo geral, aumentaram para valores de concentração de TRAIL superiores. A 






















TRAIL incubado 2h Controlo 2h TRAIL incubado 12h 
Controlo 12h TRAIL incubado 24h Controlo 24h 




todos os tempos valores de apoptose inferiores às células WiDr tratadas com TRAIL, como é 
possível verificar pela análise da Tabela 3.3.  
 
Tabela 3.3 – Percentagem em apoptose da linha celular WiDr após incubação com TRAIL durante períodos de 
2h, 12h, 24h e 48h. 
  2h 12h 24h 48h 
 
 Média ± DP 
(%) 
Média ± DP 
(%) 
Média ± DP 
(%) 







80 ± 0 
5 ± 0 
12 ± 0 
3 ± 0 
93 ± 2 
2,5 ± 1,5 
10 ± 2 
8,5 ± 5,5 
84 ± 0 
4 ± 0 
4 ± 0 
8 ± 0 
84 ± 0 
4 ± 0 
4 ± 0 






68 ± 2 
13,5 ± 1,5 
13 ± 1 
5,5 ± 0,5 
91 ± 1 
4 ± 1 
2,5 ± 0,5 
2,5 ± 0,5 
65 ± 1,5 
6 ± 1 
9,5 ± 0,5 
17,5 ± 0,5 
69,5 ± 3,5 
7 ± 1 
9 ± 0,5 






55 ± 1 
11,5 ± 1,5 
19,5 ± 1,5 
11,5 ± 2,5 
84 ± 1 
6,5 ± 0,5 
5 ± 0 
3 ± 2 
64 ± 1 
6,5 ± 2,5 
14,5 ± 0.5 
15 ± 3 
64 ± 1,5 
10 ± 0,5 
12 ± 2 






55 ± 0,5 
16,5 ± 0,5 
22,5 ± 0,5 
5,5 ± 0,5 
76 ± 5 
13,5 ± 5,5 
7 ± 1 
4 ± 1 
60,5 ± 3,5 
13,5 ± 2,5 
14,5 ± 2,5 
11,5 ± 1,5 
63 ± 1 
9 ± 1 
17 ± 1 
10,5 ± 1,5 
3.4. Estudos In Vivo 
A análise desta fase do projecto contemplou os estudos de biodistribuição da 99mTc-
HYNIC-Anexina V. A realização dos estudos de biodistribuição em ratinhos Balb/c nu/nu 
normais serviu para avaliar a farmacocinética do radiofármaco. Além disso, teve como objectivo 
ser usado como modelo comparativo dos estudos de biodistribuição em ratinhos com 
xenotransplante, permitindo verificar se existem alterações na biodistribuição devido ao tumor. 
É também aqui importante referir que apenas foi utilizada para estes estudos a 99mTc-
HYNIC-Anexina V com eficiência de marcação superior aos 90%. 
3.4.1. Biodistribuição da 99mTc-HYNIC-Anexina V em Ratinhos Normais 
A análise da biodistribuição da 99mTc-HYNIC-Anexina V em ratinhos Balb/c nu/nu 
normais foi feita com base na representação gráfica da percentagem de actividade 
injectada/grama do órgão, tecido ou fluidos excretados, ao longo do tempo (cf. Figura 3.3). Pela 





realizada pela via renal, pois os rins e a urina são o órgão e fluido que apresentam maior 
percentagem de actividade injectada/grama. Ainda de acordo com a análise da Figura 3.3 
também se verifica que, embora numa percentagem consideravelmente inferior, existe 
eliminação pela via hepatobiliar, dado que se observa uma percentagem de actividade 




Figura 3.3 - Representação gráfica da biodistribuição em percentagem de actividade injectada/grama de tecido 
da 99mTc-HYNIC-Anexina V em ratinhos Balb/c nu/nu normais. 
 
O baço também apresenta uma percentagem de captação visivelmente superior que os 
restantes órgãos, estando mais diminuído a partir das 4 horas após a administração do 
radiofármaco. E no pulmão, apesar de numa percentagem inferior à do baço, também se 
verifica uma percentagem de ID/g ligeiramente superior aos outros órgãos. 
A percentagem de ID/g ao nível sanguíneo evidenciou uma rápida clearance 
sanguínea, tendo-se registado um valor máximo aos 30 minutos, correspondente a 1,6%, que 
baixou para 0,8% e 0,2% aos 60 e aos 90 minutos, respectivamente. 
Nos restantes órgãos/tecidos não se verifica a existência de percentagem de captação 
significativa. Assim, da análise da percentagem de ID/g nos órgãos tiróide e estômago observa-




































órgãos como o cérebro e o cerebelo os valores de percentagem de ID/g apresentaram valores 
de aproximadamente 0,0%, inferiores aos do músculo.  
3.4.2. Biodistribuição da 99mTc-HYNIC-Anexina V em Ratinhos com 
Xenotransplantes 
Em ratinhos Balb/c nu/nu com xenotransplantes, também se procedeu de forma igual 
para avaliar a biodistribuição da 99mTc-HYNIC-Anexina V, através da representação gráfica da 
percentagem de actividade injectada por grama do órgão, tecido ou fluidos excretados, ao 




Figura 3.4 - Representação gráfica da biodistribuição em % de captação/grama de tecido do 99mTc-HYNIC-
Anexina V em ratinhos Balb/c nu/nu com xenotransplante. 
 
No caso da biodistribuição do 99mTc-HYNIC-Anexina V, em ratinhos com 
xenotransplante verifica-se de um modo geral, excepto para o cérebro e cerebelo, que existe 
um ligeiro aumento da percentagem de captação nos órgãos, tecidos e fluidos 
comparativamente aos mesmos em ratinhos Balb/c nu/nu normais. 
Relativamente ao tumor verifica-se que a percentagem de actividade injectada/g, não 





































ainda possível observar-se que essa percentagem é praticamente constante ao longo do 
tempo, como se pode verificar com melhor detalhe, através da representação gráfica da Figura 
3.5, em que a média da percentagem de actividade injectada é inferior a 1% ao longo dos 360 
minutos, embora seja muito próximo de 1% aos 30 minutos.  
 
 
Figura 3.5 – Percentagem de actividade injectada/grama de tecido tumoral ao longo do período de 360 minutos 
 
Para avaliar se existem diferenças estatisticamente significativas entre os valores 
medianos de captação da 99mTc-HYNIC-Anexina V pelo tumor e o volume do tumor procedeu-
se à aplicação do teste não paramétrico Kruskal-Wallis. Para tal, dividiu-se o volume do tumor 
em três categorias: pequeno, para volumes de tumor inferior a 500mm3; médio, que 
compreende volumes de tumor entre 501 e 1500mm3; e grande, para volumes superiores a 
1501mm3. Da análise deste teste, como o p (0,035) < α (0,05) verifica-se que pelo menos uma 
das categorias de volume tumoral difere significativamente entre as restantes. Para determinar 
qual a categoria para o qual a % ID/g de 99mTc-HYNIC-Anexina V difere procedeu-se ao teste 
de Mann-Whitney. E, da aplicação do teste Mann-Whitney para comparação dos valores 
medianos de %ID/g de 99mTc-HYNIC-Anexina V entre volumes do tumor verificou-se que 
existem diferenças estatisticamente significas entre tumores pequenos e grandes, e entre 
médios e grandes, com um p (0,028) e p (0,016) < α (0,05), respectivamente. No caso de 
tumores pequenos e médios como o p (0,454) > α (0,05), então conclui-se que não existem 
diferenças estatisticamente significas entre estes. 
Para avaliar a razão alvo/fundo procedeu-se à aplicação da razão entre a % de ID/g do 
tumor e músculo. Do total de ratinhos com xenotransplante verificou-se que apenas quatro 
apresentam uma razão alvo/fundo inferior a 1. Na maioria dos ratinhos a razão alvo/fundo varia 
entre 2 e 4, verificando-se ainda que em dois dos ratinhos essa razão é superior a 6. Após a 
aplicação do teste de Wilcoxon, para verificar se a %ID/g do tumor é superior à %ID/g do 
músculo, como o p (0,00) < α (0,05), verifica-se que o %ID/g no alvo é significativamente 


























3.4.3. Imagem em Câmara Gama 
Além dos estudos de biodistribuição foram adquirias imagens através da câmara gama, 
imediatamente após a injecção do 99mTc-HYNIC-Anexina V. As imagens obtidas foram 
visualizadas e processadas na estação de processamento Xeleris®. Através do processamento, 
baseado na normalização para uma escala de cores apropriada, foi possível identificar o tumor 
xenotransplantado de forma evidente nas imagens adquiridas após os 60 minutos, como pode 
ser visualizado na Figura 3.6B. Mas a visualização embora ténue já era possível nas imagens 
obtidas aos 5minutos após a injecção do radioligando (cf. Figura 3.6A). Salienta-se, ainda, o 





Figura 3.6 – (A) Imagem planar do Ratinho I, aos 5min após a injecção da 99mTc-HYNIC-Anexina V., sem zoom; 
(B) Imagem planar do Ratinho I, aos 60 min após a injecção da 99mTc-HYNIC-Anexina V, com zoom 1,33. A seta 
indica a localização do tumor. 
 
Pelas imagens obtidas é também possível verificar a elevada captação ao nível renal e 
bexiga. Além disso, também é possível verificar a presença de actividade intestinal na imagem 
adquirida aos 60 minutos (cf. Figura 3.6B). 
Da análise da Figura 3.6A, que corresponde à imagem somada do estudo dinâmico aos 
5 minutos após a injecção, verifica-se também alguma captação na região cardíaca relativa à 
primeira passagem da 99mTc-HYNIC-Anexina V na circulação. No entanto, essa captação deixa 






Após a análise dos dados obtidos nas diferentes etapas deste projecto, torna-se 
imperioso proceder à interpretação criteriosa dos aspectos mais relevantes observados neste 
projecto. Assim, a análise que se pretende delinear assenta sobre a importância da marcação 
da anexina V, e o seu comportamento in vitro e in vivo. Da aplicação destas três abordagens 
pretende-se, ainda, analisar a recíproca relação em situações onde a apoptose possa estar 
aumentada. 
A 99mTc-HYNIC-Anexina V tem sido amplamente estudada, demonstrando ser uma 
técnica de imagem eficaz para avaliação de stresse celular e apoptose em modelos animais, 
bem como em ensaios clínicos (Blankenberg et al., 2006). Até à data, no entanto, não existem 
estudos publicados da aplicação desta molécula no CCR.   
4.1. Estudos de Química 
A marcação da anexina V foi efectuada através do método indirecto com o ligando 
bifuncional HYNIC, dado que a marcação directa de proteínas/péptidos provoca facilmente 
alteração das suas propriedades biológicas. Assim, o HYNIC fica conjugado com a anexina V 
num lado ficando disponível para se conjugar com o ião metálico no lado oposto (Saha, 2010). 
O ester activo do HYNIC é usado para derivatizar o grupo amina dos resíduos de anexina V 
(Saha, 2010). A anexina V cedida pelo NCI, como referido anteriormente, já estava derivatizada 
com o HYNIC. 
A marcação foi feita com o isótopo 99mTc, que é um elemento artificial obtido por 
decaimento radioactivo do molibedénio-99, e que pertence ao grupo VII da tabela periódica. De 
entre os radionuclídeos utilizados, o 99mTc representa o mais atractivo na medicina nuclear de 
fotão simples dado o pico energético emitido, óptimo para o uso em câmara gama, a 
disponibilidade através do sistema de gerador 99Mo (Molibdénio-99)/99mTc, o seu relativo baixo 
custo e a facilidade de marcação dos kits liofilizados nos serviços de medicina nuclear, bem 
como a baixa radiação para os doentes, devido à curta semi-vida (Mazzi et al., 2007). 
O 99mTc pode co-existir em 8 estados de oxidação, podendo variar entre (VII) e (-I). 
Após eluído de um gerador de 99Mo/99mTc vem sob a forma de anião pertecnetato (99mTcO4-) e 
pertence ao estado de oxidação mais elevado (VII). No entanto, tendo em conta que a 
reactividade do anião pertecnetato é insignificante, não se liga directamente a nenhuma 
molécula. Para que ocorra a radiomarcação o pertecnetato terá de ser reduzido a estados de 
oxidação inferiores e na presença do ligando pretendido (Mazzi et al., 2007).  
Na marcação por redução com a tricina estanhosa obteve-se um valor médio de 
eficiência de marcação semelhante ao da marcação com o agente estanhoso. Embora a tricina 
estanhosa fosse o agente estanhoso que acompanhava os kits de anexina V, a aplicação de 
ambos tem o mesmo objectivo, constituir uma fonte de iões de estanho para a marcação, para 




outro agente estanhoso, por si só, não reflecte as diferenças registadas ao longo das 
marcações pelos diferentes agentes.  
Além disso, o kit da anexina V continha uma quantidade de molécula de tricina 
suficiente para suportar um bom rendimento de marcação, mesmo que a fonte de iões de 
estanho (Sn2+) não fosse a tricina estanhosa. Isto porque, dado que, o grupo HYNIC apenas 
ocupa um local na esfera de coordenação do tecnécio, é por isso necessário o uso de um co-
ligando, neste caso, a tricina, para completar a esfera de coordenação (Liu et al., 1996). E, por 
outro lado, a adição de um co-ligando na marcação com 99mTc aumenta a eliminação do 
produto marcado do sangue, melhorando, assim, a razão alvo/fundo (Saha, 2010). 
A eficiência de marcação de um radiofármaco é condicionada pela existência de 
impurezas, como o tecnécio livre e o tecnécio hidrolisado na solução, para além do 
radioligando marcado, ou seja, do tecnécio complexado. No entanto, dado que o método usado 
para determinar a eficiência de marcação deste radioligando contempla apenas um sistema, 
não foi possível a diferenciação entre as impurezas, pois ambas migram para a frente de 
solvente, enquanto a forma complexada permanece no ponto de aplicação.   
A presença tecnécio livre (99mTcO4-) pode dever-se à hidrólise do estanho Sn (II) ou 
dever-se à introdução de oxigénio (O2) que oxida o Sn (II) a Sn (IV). Atendendo que a massa 
de anexina V aliquotada era muito pequena, o 99mTc adicionado bem como o agente redutor 
eram também proporcionalmente pequenos. Assim, o doseamento destes foi feito através de 
micropipetas. Ou seja, durante a introdução destes componentes a solução esteve por breves 
instantes sujeitas à presença de O2, uma vez que o frasco tinha de ser aberto. Situação distinta 
do que ocorre em kits liofilizados, que usam maiores volumes passíveis de ser doseados 
através de seringas, possibilitando assim que estas soluções sejam adicionadas através de 
uma agulha, seguida da remoção do mesmo volume da mistura gasosa do interior do frasco 
para igualar as pressões. Esta situação é um dos factores plausíveis para a diminuição na 
eficiência de marcação. 
No entanto, no caso da marcação por redução através do cloreto estanhoso, 
contrariamente ao que acontece na marcação através da tricina estanhosa, as alterações do 
pH também sugerem ser outra das causas da diminuição da eficiência de marcação. Uma vez 
que o pH inferior a 6,5 está associado a valores de eficiência de marcação inferiores. Valores 
de pH baixos podem por um lado originar a precipitação da proteína e por outro, o tecnécio 
pode sofrer hidrólise na solução aquosa, levando a que ocorra competição no processo de 
marcação e consequentemente redução da eficiência de marcação. Assim, na marcação pelo 
uso do cloreto estanhoso di-hidratado para optimizar a marcação, como era necessário 
aumentar ligeiramente o pH foi adicionado também NaHCO3 numa concentração molar de 
95mM, levando a um aumento da eficiência de marcação. 
Importa ainda referir que nos estudos químicos iniciais, outro factor parece ter 
contribuído para a uma eficiência de marcação inferior aos 90%, não real. Dado que, a amostra 
retirada para controlo da qualidade possui uma concentração radioactiva elevada levou à 
saturação dos cristais do contador de poço durante a determinação das cpm na parte inicial da 




tira, diminuindo assim a razão entre o radioligando e as impurezas radioactivas, e 
consequentemente diminuindo a eficiência de marcação. Este problema foi identificado pela 
aquisição da imagem da tira aos 15 minutos em câmara gama e análise através de 
processamento no sistema Xeleris®. Através do desenho de ROIs das diferentes regiões da 
tira, e usando a equação para a determinação da percentagem de pureza radioquímica, 
verificou-se que a eficiência de marcação era superior à medida no contador de poço. Após 
nova medição ao final do dia, depois de corrigido o decaimento radioactivo, o valor de 
eficiência obtido corroborou sempre o determinado em câmara gama. 
Relativamente à marcação sem o uso de agente redutor como seria de esperar 
conduziu a eficiências de marcação de 0%, dado que o tecnécio adicionado, sob a forma de 
pertecnetato de sódio, está na forma de tecnécio (VII) não sendo por isso susceptível de se 
ligar à anexina V.  
Idealmente, o pH do radiofármaco para administração endovenosa deve ser o mais 
próximo ao pH fisiológico, pH=7,4. Contudo são toleráveis valores de pH entre 2 e 9, devido à 
capacidade tampão do sangue (Saha, 2010). Assim, outro aspecto que deve ser salientado é o 
facto do pH das marcações efectuadas se encontrarem entre valores de 4,5 e 6,5, por redução 
através de cloreto estanho di-hidratado e de 6,5 por redução com tricina estanhosa.  
4.2. Estudos In Vitro 
O cancro constitui um dos principais problemas de saúde pública em todo o mundo. 
Tornando-se por isso importante o desenvolvimento de técnicas de rastreio que permitam o 
seu diagnóstico precoce, de modo a intervir precocemente. Idealmente, as terapêuticas 
baseadas em agentes quimioterapêuticos devem, por um lado, ser selectivas para as células 
tumorais para que os efeitos colaterais do tratamento sejam mínimos, e por outro, assegurar de 
forma definitiva a morte das células neoplásicas. As modalidades terapêuticas podem não se 
apresentar eficientes da mesma forma para todos os doentes. A existência de alterações da 
expressão e mutações na apoptose representam um importante mecanismo para o tumor se 
tornar quimio-resistente. Essa quimio-resistência pode ser inerente, levando por isso à 
consequente ausência de resposta terapêutica, ou pode ser adquirida durante o tratamento 
levando à recorrência da doença. Desta forma, a monitorização da terapêutica configura-se 
como o melhor meio para aumentar a sobrevida e até mesmo a qualidade de vida dos doentes. 
Sendo importante a existência de uma biomarcador/marcador que permita essa monitorização 
capaz de predizer a eficácia terapêutica. 
A aplicação de marcadores de apoptose, dado que a acção dos agentes de 
quimioterapia e da radioterapia é essencialmente a indução de apoptose/necrose, afigura-se 
uma excelente estratégia nessa mesma monitorização. A anexina V marcada com 
fluorocromos para detecção, através citometria de fluxo de células em apoptose tem sido 
amplamente usada. No entanto, apenas abrange estudos in vitro. Desta forma, uma alternativa 




possibilitam não só a detecção in vitro como in vivo. A detecção in vivo pode ser feita através 
de PET ou câmara-gama, dependendo do tipo de isótopo usado para essa marcação. 
Assim, os estudos in vitro realizados assentam em duas perspectivas fundamentais, ou 
seja, na análise da percentagem de captação da anexina V radiomarcada em células da linha 
celular WiDr não tratadas e em células WiDr sujeitas a terapêutica com o fármaco indutor de 
apoptose, o TRAIL.   
Nos estudos de captação realizados na linha celular WiDr, pela análise visual da Figura 
3.1, observa-se a existência de captação do radioligando, em pequena percentagem (≈ 4%) 
pelas células logo aos 5 minutos. A expressão de apoptose em células neoplásicas, ainda que 
insuficiente para retardar o seu crescimento, ocorre de forma espontânea (Kerr et al., 1994). 
Nesta perspectiva, o valor de percentagem de captação do radioligando obtido inicialmente 
parece reflectir essa baixa expressão de apoptose. 
Ainda de acordo com os dados referidos na Figura 3, podemos observar que a 
percentagem de captação cresce até aos 120 minutos atingindo cerca de 15%. Este facto 
deve-se à cinética da própria molécula ou às condições a que a suspensão está sujeita durante 
os 120 minutos. Isto porque, para cada tempo de captação é necessário retirar o frasco de 
cultura da incubadora para colher as alíquotas, expondo por isso as células a stresse, o que 
pode consequentemente induzir a apoptose. Além disso, através dos resultados dos estudos 
de viabilidade celular com azul tripano realizados ao final dos 120 minutos verifica-se que a 
viabilidade nunca foi 100%, embora apresentasse valores sempre superiores aos 90%. Ou 
seja, nos restantes cerca de 10%, apesar de não ser possível através deste método distinguir 
células em necrose de células em apoptose tardia, não se pode descartar a presença de 
células em apoptose. 
No caso do 99mTc-livre a captação observada é inferior a 1% ao longo do tempo. Estes 
valores permitem depreender que a captação obtida nas células de adenocarcinoma colorrectal 
com a anexina V radiomarcada são consequência da ligação da anexina V à fosfatidilserina 
exposta, e não consequência da captação de 99mTc-livre pela linha celular estudada devido à 
separação do radioligando.  
Os resultados obtidos pelos testes não paramétrico, teste de Friedman e teste de 
Wilcoxon, permitem reforçar a análise efectuada. 
A indução de apoptose pelo TRAIL é feita em ambas as vias, extrínseca e intrínseca, 
através da ligação a receptores existentes na membrana celular (Rozanov et al., 2009). 
Existem cinco receptores identificados, o TRAIL-R1 (DR4) e o TRAIL-R2 (DR5) que contém 
domínios de morte (DD, death domains), os quais são necessários para a activação da 
apoptose após a ligação do TRAIL. Os restantes receptores são os receptores armadilha 
TRAIL-R3 (DcR1) e o TRAIL-R4 (DcR2), e o receptor denominado osteoprotegerina (OPG) 
circulante que não têm o DD funcional. Pensa-se que estes receptores estão envolvidos na 
regulação negativa da apoptose por sequestro do TRAIL ou por estimulação de sinais pró-
sobrevida (Kruyt, 2008). Após se ligar ao DR4 ou DR5, o TRAIL induz a trimerização do 
receptor e a alteração conformacional intracelular do DD, e consequente activação do receptor 




que permite a ligação do FADD desencadeando-se as vias apoptóticas (Mahalingam et al., 
2009).  
Nos estudos in vitro com as células de adenocarcinoma colorrectal incubadas com 
TRAIL pretendeu-se analisar a captação da 99mTc-HYNIC-Anexina V por células tratadas com 
um agente indutor de apoptose TRAIL. Da análise destes estudos de captação verificou-se que 
a percentagem da anexina V radiomarcada captada, como é possível visualizar através da 
Figura 3.2, apresenta valores semelhantes entre as células incubadas com o TRAIL e os 
respectivos controlos (células não tratadas). O que primeiramente, e de acordo com a revisão 
da literatura, sugere que esta linha celular de adenocarcinoma colorrectal possa ser resistente 
ao TRAIL. No entanto, relativamente aos resultados obtidos pelos estudos de citometria de 
fluxo com a anexina V-FITC (cf. Tabela 3.3), a percentagem de apoptose nas células 
incubadas com o TRAIL comparativamente com a percentagem de captação para os mesmos 
tempos, 2h, 12h e 24h, são semelhantes. Excepto nos controlos, em que a percentagem de 
apoptose nos estudos de citometria são inferiores comparativamente com a percentagem de 
captação aos 5min. Esta situação poderá ser reflexo da metodologia aplicada nestes estudos 
de captação, dado que após o tempo de incubação com o TRAIL o meio foi substituído e só 
então adicionada a 99mTc-HYNIC-Anexina V. Pelo que terão sido eliminadas células em 
apoptose tardia e em necrose, que como tal já não aderidas à placa de cultura. 
Outro aspecto a salientar é o facto de a percentagem de captação em células 
incubadas 2h e 12h com TRAIL ser superior que em células incubadas 24h, visível no gráfico 
da Figura 3.2. Uma explicação susceptível de afectar a percentagem de captação deve-se ao 
motivo, anteriormente referido, em que estando mais tempo incubadas com o TRAIL ocorreu 
mais apoptose nas células, e como tal aquando da substituição do meio foram eliminadas mais 
células comparativamente aos outros dois tempos de incubação, afectando os valores de 
percentagem captação. O mesmo pode ser extrapolado através dos resultados de citometria, 
expostos na Tabela 3.3, em que se verifica que a apoptose aumenta ao longo do tempo, assim 
como através do aumento de concentração de TRAIL incubado. 
Outro factor que possa levar a que os valores de apoptose, determinados nas células 
tratadas com TRAIL, não sejam muito superiores aos da apoptose determinada nas células 
WiDr não tratadas é a possível reversibilidade do efeito do TRAIL, devido a mecanismos de 
resistência ao nível intracelular. Isto porque, apesar dos resultados iniciais promissores, 
existem vários estudos que mostram que vários tipos de células neoplásicas humanas são 
resistentes ao TRAIL. Estão descritos diversos mecanismos que conferem resistência ao 
TRAIL, alguns dos quais estão associados aos receptores de morte e outros ao nível 
mitocondrial, embora não haja consenso geral (Mellier et al., 2010). De entre vários 
mecanismos, está postulado que a sobreexpressão de receptores armadilha como os DcR1 
e/ou DcR2 pode contribuir para a resistência ao TRAIL, protegendo as células neoplásicas de 




4.3. Estudos In Vivo 
Nos estudos de biodistribuição da 99mTc-HYNIC-Anexina V pela análise visual da 
representação gráfica dos estudos em ratinhos Balb/c nu/nu normais e em Balb/c nu/nu com 
xenotransplante verifica-se que são semelhantes, o que sugere que a presença de tumor não 
altera a farmacocinética da molécula marcada. 
Nos estudos in vivo, em concordância com os estudos in vitro, verifica-se que os 
valores de captação de anexina V radiomarcada no tumor reflectem a expressão de apoptose, 
como se pode verificar pela Figura 3.4, em que a percentagem de ID/grama é superior no 
tumor comparativamente ao músculo. Na mesma linha de raciocínio, de um modo geral, 
verifica-se que a razão tumor/músculo foi superior à unidade. Estas diferenças foram avaliadas 
pelo teste de Wilcoxon que revela diferenças estatisticamente significativas entre a captação do 
radiofármaco pelo tumor e pelo músculo. Estes resultados confirmam a potencialidade da 
99mTc-HYNIC-Anexina V na diferenciação entre a acumulação do radiofármaco entre tecidos 
normais e tecidos em apoptose.  
Relativamente à influência do volume do tumor na %ID/g verifica-se que apenas 
existem diferenças estatisticamente significativas entre tumores de volumes pequeno e grande 
e entre médio e grande. Uma razão passível que justifica esta situação é o facto de o volume 
da maioria dos tumores pequenos ser próximo dos 500cm3, ou seja terem volumes próximos do 
limite dos tumores de volume médio. Outra justificação possível poderá dever-se à 
inacessibilidade da molécula marcada ao interior da massa tumoral de CCR por ser um tumor 
sólido e pouco vascularizado no interior.  
Os resultados da biodistribuição, quer nos ratinhos Balb/c nu/nu normais quer nos 
ratinhos com xenotransplante, mostram ainda uma rápida clearance sanguínea do 
radiofármaco, permanecendo abaixo de 0,8% e 1,2% de ID/g, respectivamente, após os 60 
minutos (cf. Figura 3.3; Figura 3.4). Em concordância, os estudos de imagem em câmara gama 
reflectem essa farmacocinética favorável, como é possível visualizar pela Figura 3.6 do ratinho 
5 minutos após injecção comparativamente com a imagem do mesmo 60 minutos depois. 
Outro aspecto que deve ser salientado é a via de excreção do radiofármaco. Após a 
interpretação das Figura 3.3 e Figura 3.4 verifica-se que a excreção é essencialmente feita ao 
nível renal, mas verifica-se igualmente que uma pequena percentagem é pela via hepática. 
Relativamente à elevada percentagem de ID/g nestes dois órgãos, e na sequência da revisão 
da literatura, esta hipercaptação pode dever-se a que os lisossomas presentes nos rins e no 
fígado são os principais locais de catabolismo intracelular de proteínas e péptidos. A retenção 
prolongada da 99mTc-HYNIC-Anexina V nestes órgãos parece ser justificada pela lenta 
eliminação do produtos de degradação da anexina V marcada pelos lisossomas (Verbeke et 
al., 2003; Tait et al., 2005). No caso da eliminação pela via hepática, em caso de patologias 
abdominais, como o cancro colorrectal, pode levantar dificuldades na interpretação das 
imagens. O facto da acumulação da 99mTc-HYNIC-Anexina V no CCR xenotranplantado se 
manter praticamente inalterada durante os 360 minutos, afigura-se vantajoso pois permite fazer 
imagens tardias do tumor, colmatando, assim, esta acumulação elevada no fígado e rins. 




Para além destes órgãos observa-se também acumulação moderada do radiofármaco 
no baço e nos pulmões, pensa-se que devido às propriedades intrínsecas da proteína, como 
sugerem outros estudos realizados (Tait et al., 2005; Kartachova et al., 2004; Guo et al., 2009; 
Penn et al., 2010). Ou, devido ao facto da anexina V marcada estar ligada às células 
apoptóticas que estão em fase de ser removidas por células fagocitárias no baço e pulmão, o 
que se pode aplicar também ao fígado (Tait et al., 2005).  
A percentagem de ID/g ao nível do estômago e tiróide, com valores semelhantes aos 
do músculo, corroboram os resultados previamente obtidos pelo controlo da qualidade 
radioquímico. O que reflecte que a molécula radiomarcada com o 99mTc se mantém intacta in 
vivo. Também como seria de esperar não se verifica captação ao nível cerebral, pois dado a 
tamanho da molécula marcada, esta não atravessa a barreira hemato-encefálica. 
Por outro lado, em contraste com os estudos in vitro no qual se verificou um aumento 
da percentagem de captação nas células de cancro colorrectal, ao longo dos 120 minutos, a 
percentagem de ID/g mantém-se praticamente inalterada, ao longo dos 360 minutos, nos 
estudos de biodistribuição. Tais resultados, embora não sejam directamente correlacionáveis, 
parecem sugerir que o aumento da percentagem de captação ao longo do tempo deve-se ao 
facto de as células estarem consecutivamente em stresse. 
 
De um modo geral, pode-se constatar através dos resultados por nós obtidos que o 
processo de radiomarcação da 99mTc-HYNIC-Anexina V permite obter uma boa eficiência de 
marcação, superior a 90%, sendo um método de preparação rápido e fácil.  
A percentagem de captação de 99mTc-HYNIC-Anexina V por células de cancro 
colorrectal é significativamente superior à percentagem de captação pelo isótopo 99mTc, usado 
na marcação da molécula. Além disso, os resultados dos estudos de captação no qual a 
mesma linha celular foi tratada com o indutor de apoptose TRAIL reflectem o aumento da 
percentagem captação relativamente ao aumento de apoptose. Os resultados dos estudos in 
vivo corroboram com estudos anteriores relativamente à acumulação moderada de 99mTc-
HYNIC-Anexina V no baço e fígado, o que poderá tornar o radiofármaco menos conveniente 
para avaliação de apoptose na região abdominal. Também a nível renal este radiofármaco não 
se apresenta propício para a avaliação de imagem funcional de apoptose, uma vez que é 
eliminado na sua maioria pelo rim não permitindo a visualização específica da molécula. 
Atendendo a localização de captação da 99mTc-HYNIC-Anexina V sugere-se que a molécula é 
excretada através do sistema renal e do sistema reticuloendotelial. 
Como esperado, a localização do tumor de adenocarcinoma xenotranplantado in vivo é 
possível, sendo ainda confirmado através dos estudos de biodistribuição no qual a razão 
alvo/fundo, ou seja tumor/músculo, é superior à unidade. Pelo que, se pode considerar que a 
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